





0-Chinone als Fermentmodell. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 


(Eingegangen am 5. September 1931.) 


In einer vorangehenden Mitteilung' konnte gezeigt werden, dab 
die als Omega bezeichnete Oxydationsstufe des Adrenalins nicht nur 
insofern spezifische Wirkungen als Katalysator oxydativer Des- 
aminierung” hat, als sich diese Wirkung auf Glykokoll, aber nicht auf 
andere Aminosduren bezieht, sondern dafSZ Omega in geradezu ferment- 
artiger Spezifitat die Desaminierung von Glykokoll katalytisch fordert, 
aber unter bestimmten Versuchsbedingungen nicht oder nur in viel 
geringerem MaBe die von Glykokollithylester und Glycylglycin?. 

Dieses auffillige Verhalten reizte zu weiterer Untersuchung: 
1. um genaueres iiber die Zusammensetzung des als Chinon vermuteten 
Omega zu erfahren und 2. vor allem, um von hier aus auf neuem Wege 
dem alten Problem spezifisch wirksamer Katalysatoren naherzu- 
kommen. 

Methodik. 

In der ersten Mitteilung? tiber Glvkokolldesaminierung durch Omega 
wurden noch die methodischen Angaben von Ed/bacher und Kraus (1. ¢.) 
genau eingehalten. Seither ist an der Apparatur und Methode einiges 
verandert worden, weshalb hier die Methode, wie ich sie jetzt verwende, 
kurz beschrieben sei. 

Als ReaktionsgefaiBe und als Waschflaschen fiir die Saéurevorlage zur 
Ammoniakbestimmung verwende ich lange, schmale Waschflaschen, deren 
Durchmesser 20 mm und deren Héhe 280mm ist. Der Helm ist ein- 
geschliffen, das Gasrohr unten zugeschmolzen und mit einem Kranz kleiner 
Lécher versehen. Durch diese Anordnung wird die Fliissigkeit in hoher 
Schicht mit kleinen Gasblasen durchperlt. Héchstens neun solcher Flaschen 
wurden hintereinander geschaltet und Luft mit Hilfe einer Wassers/rahl- 


' Bruno Kisch, diese Zeitschr. 236, 380, 1931. 
2S. Edlbacher u. J. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 1928; 
Bruno Kisch u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 370, 1930 
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pumpe durchgesaugt. Vor die letzte Waschflasche wurde eine mit Salz- 
siture beschickte Waschflasche geschaltet, durch die die Luft zuniichst 
hindurch muBte. Zwischen die Wasserstrahlpumpe und das erste Probe- 
rohrehen wurde ebenfalls eine Waschflasche eingeschaltet. 

Will man nicht nur reproduzierbare, sondern quantitativ reproduzier- 
bare Werte bei verschiedenen Versuchsreihen erhalten, dann muB man 
vor allem auch fiir eine gleichmaBige Durchliiftung sorgen, und dies ist, 
wenn man nicht O,, sondern Luft durchblast, meiner Erfahrung nach am 
ehesten bei Hintereinanderschaltung mehrerer Proben so zu erreichen, da} 
ein kontinuierlicher Luttblasenstrom die GefaiBe durchperlt. Bei solcher 
maximalen Durchliiftung besteht auch bei langer Reihe hintereinander 
geschalteter Waschflaschen nicht die Gefahr ungleichmaBiger Durch- 
liiftung der einzelnen Roéhrehen einer Serie, die bei schwacher Durch- 
liiftung (etwa ein bis zwei Luftblasen in der Sekunde) gegeben ist. 

Wenn man Luft und nicht O, durchleitet, liegt hier eine beachtliche 
Fehlerquelle der Resultate. 

Wenn die bei verschiedenen Versuchsreihen endgiiltig erzielten 
Ausbeuten an NH, in unseren Versuchen trotz sonst gleichenVersuch- 
bedingungen nur annahernd iibereinstimmende Werte beim gleichen 
Katalysator geben, wihrend die Werte von Doppelkontrollen der gleichen 
Versuchsreihe stets nur innerhalb der Fehlergrenze von 0,2 cem n/50 HCl 
Ausbeute schwanken, so beruht das in erster Reihe darauf, daB die 
Durchliiftung bei unserer Versuchsanordnung nicht konstant zu er- 
halten war, besonders in der Nacht durch Anderungen des Wasser- 
druckes oft sehr schwankte und daher bei verschiedenen Versuchs- 
reihen verschieden ist. 

Als Puffer wurde mit Ausnahme einiger Versuche mit NaHCO, stets 
das Sérensensche Phosphatgemisch verwendet, dessen px bei den Versuchs- 
protokollen angegeben ist und kolorimetrisch bestimmt wurde. 

AuBer der Durchliiftungsstirke und dem px ist die Temperatur von 
groBer Bedeutung fiir das Ergebnis. Die Apparatur war so, da® die Mischungen 
(Glykokoll usw., Puffer, Katalysator) in den schmalen Waschflaschen in 
einem Holzstativ so hoch, als die Fliissigkeit in der Waschflasche stand, in 
einem Wasserbad standen. Die Temperatur des Wasserbads ist stets an- 
gegeben. Die Waschflaschen mit der Saiurevorlage standen in einem Teil 
der Versuche auBerhalb, sonst ebenfalls innerhalb des Wasserbads. Die 
Temperatur der Proben war wegen der dauernden Luftdurchleitung stets 
etwas niedriger als die des Wasserbads. 

Da sich die Versuche oft iiber 1 bis 1'/, Tage hinzogen, muBten auch 
die eventuell durch Bakterienwirkung méglichen Versuchsfehler beriick- 
sichtigt werden. Herr Kollege Prof. PR. Miiller, der Direktor des Ké6lner 
hygienischen Instituts, war so freundlich, zu gestatten, da’ in seinem 
Institut Keimzahlungen ausgefiihrt wurden!. Die Keimzahl in den einzelnen 
glykokollhaltigen Proben war nur sehr gering. 

Trotzdem erschien ein bakterienfreies Arbeiten bei so langen Zeit- 
raumen erwiinscht. Ein Versuch, welchen Einflu8 Sublimatzusatz auf die 


1 Herrn Prof. Dr. K. Pesch bin ich fiir die Durchfiihrung dieser Unter- 
suchungen sehr dankbar. 
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Katalyse der oxydativen Glykokolldesaminierung ausiibt, lehrte, dab be7 
Wahrung des gleichen px die Reaktion durch HgCl, nicht nur nicht gehemmt, 
sondern unter gewissen Bedingungen deutlich aktivierend beeinfluBt wird !. 
Die Proben, denen 1 cem 0,1°,ige HgCl,-Lésung zugesetzt war, erwiesen 
sich bei der bakteriologischen Untersuchung zu Ende des Versuchs als 
véllig keimfrei. 

Auf Grund dieser Erfahrung wurde neuerdings von mir HgCl,-Zusatz 
verwendet, doch ist dies in den Protokollen stets vermerkt. 

Nach SchluB des Versuchs wurde jeder Probe | ecem 33°,iger KOH 
zugesetzt und dann in der tiblichen Weise das Ammoniak durch kraftigen 
Luftstrom 1'/, Stunden in die Vorlagen, die 15 cem n/50 HCl enthielten, 
geblasen. 

Die Titration erfolgte im Becherglas. Der Inhalt der schmalen Wasch- 
flasche wurde quantitativ tibertragen, wobei fiir jede Probe genau 20 cem 
destillierten Wassers als Waschwasser verwendet wurden. 

In jeder Versuchsreihe wurde ein Blindversuch mit Glykokoll (eventuell 
auch Glyeyl-Glycin, Glykokollathylester usw.) ohne Katalysator und einer 
mit Katalysator ohne Glykokoll usw. angesetzt und die Blindwerte von 
den erhaltenen in Abzug gebracht. 

Bei den vergleichenden Versuchen wurden i&quimolekulare Mengen 
der einzelnen Katalysatoren zugesetzt. [Zu 5cem m/10 Substratlésung 
(z. B. Glykokoll) kamen 10 cem Pufferlésung, | cem Sublimatlésung (0,1 ° Vig) 
und 2cem m/100 Katalysator, so daB in den Proben die Katalysator- 
konzentration m/900 war, die Substratkonzentration etwa m/40. | 

Innerhalb der gleichen Versuchsreihe (gleiche Temperatur und Durch- 
liftung) kann die methodische Fehlergrenze etwa mit maximal 0,2 ccm 
verbrauchter n/50 HCl angesetzt werden. Doppelkontrollen der gleichen 
Versuchsreithe geben fast durchwegs keine héheren Differenzen als 0,1 cem 
n/50 HCL. 

Die verwendeten Chemikalien waren als reine Praparate aus dem 
Chemikalienhandel (Kahlbaum, Griibler, de Haen) bezogen. Fin Teil der 
Brenzkatechinderivate wurde mir liebenswiirdigerweise von der Direktion 
der I. G. Farbenindustrie Elberfeld zur Verfiigung gestellt, der ich auch 
an dieser Stelle herfiir herzlichst danke. 

Bei der Ausfiihrung dieser Arbeit bin ich durch die Mitarbeit des 
Laboranten H. Tenhaeff sehr unterstiitzt worden. 


Versuchsergebnisse. 
Omeqa. 
Tabelle I faBt in einer Reihe von Versuchen den Einflu®B der Tem- 


peratur, der Wasserstoffionenkonzentration, der Katalysatormenge 
und der Versuchsdauer auf das Ergebnis der Katalyse oxydativer Des- 


aminierung durch Omega zusammen. Ganz entsprechend den Angaben 
der letzten Mitteilung? ersieht man beziiglich der uns jetzt interessierenden 
Frage, daB die desaminierende Wirkung von Omega am stirksten bei 
Glykokoll ausgepragt ist, wesentlich schwacher, selbst unter giinstigsten 


' Genaueres hieriiber enthalt die nachste Mitteilung. 
* Diese Zeitschr. 236. 380, 1931. 
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Bedingungen, bei Glycylglycin?, noch schwacher bei. Glykokollathyl- 
ester. 

Edlbacher und Kraus (|. c.) hatten angegeben, daB beziiglich der Des- 
aminierung des Glykokolis ,,das Brenzkatechin in gleicher Weise wirkt wie 
das Adrenalin, wahrend Resorcin tiberhaupt nicht wirkte und Hydrochinon 
nur ganz schwache Wirkung gab**. Edlbacher und Kraus haben die Spezifitat 
der Desaminierung des Glykokolls durch Brenzkatechinderivate im Ver- 
gleich mit anderen Aminoséuren festgestellt. 

Die Frage, ob die Spezifitat der Wirkung des Omegas auf Glykokoll, 
im Vergleich mit seinen Substitutionsprodukten, dem Brenzkatechin 
ebenfalls zukommt, lést die Tabelle I. 


Brenzkatechin. 


r 


Die Zahlen von Tabelle I] lehren eindeutig: Brenzkatechin, oder 
(da erwiesen ist, daB die Omegakatalyse der Glykokollspaltung keine 
Adrenalin-, sondern Omegawirkung ist?) richtiger gesagt, sein Oxy- 
dationsprodukt, das o-Chinon, hat als Katalysator die gleiche ferment- 
artige Spezilitat bei der Glykokolldesaminierung wie Omega. Die 


Untersuchung von Resorcin gab in Bestitigung der Versuche von 
Edlbacher und Kraus keine Wirkung, ebenso wirkungslos (héchstens 
von geringer Wirkung) waren unter gleichen Versuchsbedingungen in 
zahlreichen Versuchen p-Chinon und Hydrochinon, Phloroglucin und 


Tabelle Il. 


Katalyse der Glykokolldesaminierung durch Brenzkatechin. In alien 
Proben 5cem m/10 Lésung des Glykokollderivats und 10 cem Puffer 
(Phosphatgemisch). 
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1 Edlbacher u. Kraus, betonen bei der Desaminierung des Glyeylglycins 


die auffallend geringe CO,-Bildung, aber keine quantitativen Unterschiede 
der Ammoniakausbeute bei Spaltung von Glykokoll und Glyeylglyein 
durch Adrenalinkatalyse. 

2 Bruno Kisch u. J. Leibowitz, |. ¢. 
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Homogentisinsaure, Guajakol und Veratrol, Inosit und, was besonders 
betont sei, auch Athylenglykol. 

Die Voraussetzung der glykokolldesaminierenden Wirksamkeit der 
Benzolderivate ist somit die Orthostellung zweier aromatischer OH- 
Gruppen im Molekiil und deren Ubergang in das o-Chinon. Damit ist 
wohl der SchluB, daB Omega ein. Adrenalinchinon ist, noch wahrschein- 
licher als bisher', denn die hochgradige Spezifitét seiner katalytischen 
Wirkung kam zunachst unter den untersuchten Substanzen bereits 
unzweifelhaft dem Brenzkatechin selbst zu. 

Ein Vergleich von Tabelle 1 und II lehrt aber, daB das Brenz- 
katechin nicht in der gleichen Weise wirkt wie Adrenalin, sondern zeigt 
zwei auffallige Unterschiede zwischen der Wirkung von Brenzkatechin 
und Adrenalin, die die Untersuchung weiterfiihrten. 

Erstens fallt auf, daB unter ganz gleichen Versuchsbedingungen 
immer die katalytische Desaminierung (gemessen an der N H,-Ausbeute) 
und zwar auch bei Kontrollversuchen der gleichen Versuchsreihe, durch 
Brenzkatechin wesentlich geringgradiger ist als die durch Adrenalin, und 
zweitens ist bei Brenzkatechin unter allen ausgeprobten Versuchs- 
bedingungen der Unterschied zwischen der Ammoniakbildung aus 
Glykokoll einerseits, Glycylglycin und Glykokollithylester andererseits, 
viel ausgepragter als beim Adrenalin. Selbst wenn man statt Phosphat 
NaHCO, als Puffer verwendet und die Lésung auf py 7,6 oder 8 bringt, 
so da die Glykokoll desaminierende Brenzkatechinwirkung sehr stark 
wird, ist die Desaminierung von Glycylglycin und Glykokollithylester 
kaum hoher als die Fehlergrenze der Methode. 

Die geringere Wirkung isomolekularer Brenzkatechindosen im 
Vergleich mit dem Adrenalin besagt bei Beriicksichtigung der anderen 
Ergebnisse der Tabelle I und IT: 

Tie Spezifitit der katalytischen Glykokolldesaminierung ist eine 
Funktion der o-Chinongruppe bzw. der Orthostandigkeit zweier aromati- 
scher Hydroxylgruppen, aus denen sie entsteht, aber die Intensitat der 
katalytischen Glykokolldesaminierung ist eine Funktion des iibrigen 
Molekiilaufbaues. 

Wenn dieser SchluB richtig war, so muBte der Vergleich verschiedener 
Brenzkatechinderivate beziiglich der Quantitét ihrer desaminierenden 
Wirkung weitere Aufschliisse geben. 

Die aliphatische Hydroxylgruppe des Adrenalins legte zunachst den 
Gedanken nahe, zu untersuchen, wie die Wirkung sonst ahnlich 
gebauter Stoffe ist, denen sie fehlt (Adrenalon, Diaithylaminoacetobrenz- 


1 Uber die biologische Ahnlichkeit der Wirkungen von Omega und 
Chinon wird demnachst J. Schweitzer aus dem hiesigen Laboratorium in 
Pfliigers Arch. berichten. 
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katechin) und solcher Brenzkatechinderivate, die eine dritte aroma- 
tische Hydroxylgruppe im Molekiil besitzen, wobei noch der Ver- 
gleich isomerer Stoffe méglich war. 

Tabelle III gibt das Resultat dieser Versuche in einigen Beispielen 
wieder. 


EinfluB der Substitution des Brenzkatachins auf die Intensitdt seiner Wirkung 
als spezifischer Katalysator oxydativer Glykokolldesaminierung. 

Tabelle III lehrt, daB die quantitative Wirkung des Adrenalins 
als Katalysator oxydativer Glykokolldesaminierung wesentlich durch 
den iibrigen Bau seines Molekiils bedingt ist, wihrend die o-Chinon- 
gruppe die Spezifitat dieser Wirkung bedingt, zumal Ephedrin, dessen 
Molekiil sich von dem des Adrenalins durch das Fehlen der zwei 
aromatischen OH-Gruppen unterscheidet, vollig wirkungslos _ ist. 
Tabelle ILI laBt keinen Zweifel, daB diese Wirkung der orthostandigen 
Hydroxylgruppen gerade durch die dritte Hydroxylgruppe im Adrenalin- 
molekiil beziiglich des AusmaBes der Ammoniakausbeute gesteigert 
wird. Wird naimlich die Alkoholgruppe im Adrenalin durch die Keto- 
gruppe (Adrenalon) ersetzt, so ist die Wirkung trotz sonst mit dem 
Adrenalin iibereinstimmenden Molekiilaufbaues auf einen Bruchteil ver- 
mindert und geringer als die des Brenzkatechins selbst. Dasselbe gilt 
in noch héherem MaBe von dem dem Adrenalon nahe verwandten 
Diathylaminoacetobrenzkatechin (Diaéthyl). Im Gegensatz dazu sieht 
man, daf} Oxyhydrochinon eine viel starkere Wirkung als Brenzkatechin 
hat, von dem es sich im Aufbau nur durch die dritte aromatische 
Hydroxylgruppe unterschiedet. 

Ob die quantitativ stirkere Wirkung des Adrenalins gegeniiber 
Oxyhydrochinon darauf zuriickzufiihren ist, daB die OH-Gruppe hier 
aliphatisch, bei Oxyhydrochinon aromatisch ist, oder ob der Rest 
der aliphatischen Seitenkette beim Adrenalin die Wirkung beeinfluBt, 
kann zunachst nicht gesagt werden. 

Jedenfalls ist die 1, 2, 4-Stellung der Hydroxylgruppen im Oxy- 
hydrochinon fiir seine Wirkung mabgebend, denn Pyrogallol ist trotz 
zweier orthostandiger und einer dritten aromatischen Hydroxylgruppe 
ebenso wirkungslos, wie etwa Phloroglucin. Da® die Wirkungslosigkeit 
der 1, 2, 3-Stellung der 3 OH-Gruppen im Pyrogallol aber durch eine 
der einen von ihnen parastaindige Carboxylgruppe teilweise behoben 
wird, zeigt die Gallussiure, deren desaminierende Wirkung zwar gering, 
aber doch (besonders bei héherem pa) zweifellos ist und quantitativ 
die des Hydrochinons und Adrenalons iibertrifft und beinahe der des 
Brenzkatechins gleichkommt, ja bei hohem py, hoher Temperatur und 
langer Versuchsdauer (s. Versuch 119a, Tabelle IIT) recht betrachtlich 
sein kann. 
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Die fast véllige Wirkungslosigkeit des Adrenalons bei Glykokoll- 
desaminierungsversuchen zeigt aber, da} die Intensitaét der Brenz- 
katechinwirkung nicht nur durch eine Seitengruppe (eine dritte OH- 
Gruppe in para-Stellung zu einer der beiden vorhandenen) stark ge- 
steigert, sondern daB sie durch andere Seitengruppen gehemmt, oder 
aufgehoben werden kann. Das lehrt z. B. die Wirkungslosigkeit von 
Diithylaminoacetobrenzkatechin und Dioxyphenylalanin. Ebenso 
wirkungslos wie diese erwies sich 1, 2, 5, 8-Tetraoxyanthrachinon, 
Purpurin und Alizarinblau, die ebenfalls zwei orthostandige aromatische 
Hydroxylgruppen im Molekiil haben. Wirkungslos war auch das 
Anthrazenblau, dessen Molekiil (s. Tabelle VIL) an zwei Benzolringen 
die 3 OH-Gruppen in der 1, 2, 4-Stellung des Oxyhydrochinons enthalt. 

Tabelle LV zeigt noch die Abhangigkeit der katalytischen Glykokoll- 
desaminierung vom py bei verschiedenen Brenzkatechinderivaten, 
deren py-Optimum durchaus nicht gleich ist. Wie sehr man bei ver- 
gleichenden Versuchen auf diesen Punkt achten mub, zeigt schon der 
Umstand, daB (s. Tabelle IV) das optimale py der Wirkung bei Brenz- 
katechin héher liegt als bei Oxyhydrochinon, bei welchem Stoff es etwa 
bei pu 7,6 liegt. 

Auch der EinfluB der Durchliiftung (Versuche 108 und 108a, 
Tabelle II]) und der Temperatur macht sich, wie Tabelle III zeigt, 
nicht an der Wirkung aller Brenzkatechinderivate gleich stark be- 
merkbar 


Die Bedeutung der parastdndigen Carboxylgruppe. 


Die Mechanik der Katalyse der oxydativen Glykokolldesaminierung 
durch Brenzkatechinderivate kann man sich wohl am besten so er- 
kliren, daB die orthostandigen OH-Gruppen in schwach alkalischer 
Reaktion leicht oxydiert werden und die o-Chinongruppe sich wieder 
unschwer unter Dehydrierung geeigneter Stoffe reduziert und so als 
Katalysator oxydativer Prozesse im Sinne eines H-Akzeptors wirkt. 
Diese Katalysatorwirkung wird bei solchen Derivaten des Brenz- 


katechins fehlen, bei denen die Neigung zu Chinonbildung zu gering 
ist oder die Neigung der Oxydationsprodukte des Brenzkatechins 
bestandig zu bleiben, oder sich weiter zu oxydieren, oder zu polymeri- 
sieren zu groB ist, als daB sie selbst wieder dehydrierend wirken kénnten. 


Das erste ist zweifellos der Fall beim Adrenalon und Diithylamino- 
acetobrenzkatechin, deren autoxydative Neigung viel geringer ist als 
die von Adrenalin und auch von Brenzkatechin!'. Das zweite scheint 
bei Pyrogallol der Fall zu sein, das bekanntlich sehr stark reduzierend 

1 Dementsprechend sind auch die Lésungen dieser Stoffe viel linger 
unverandert und farblos haltbar als die vom Brenzkatechin oder Adrenalin. 
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Tabelle IV 
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Abhangigkeit der Wirkung von Brenzkatechinderivaten 


vom pu. 
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wirkt, aber anscheinend, wenn oxydiert, nicht leicht wieder reduziert 
wird!. 

Die COOH-Gruppe, die der einen OH-Gruppe des Pyrogallols 
in dem Gallussiuremolekiil gegeniiber steht, mu nun die Neigung 
der 3 OH-Gruppe, sich zu oxydieren, so weit hemmen, oder die Fahigkeit 
des Oxydationsproduktes, sich wieder zu reduzieren, so weit steigern, 
daB Gallussiure, im Gegensatz zu dem vollig unwirksamen Pyrogallol, 
die oxydative Glykokolldesaminierung doch deutlich katalytisch 
beeinfluBt, besonders bei einem py, das héher als etwa 7,5 ist. 

Wenn die parastandige COOH-Gruppe die oxydativen Neigungen 
des Pyrogallols mindert, so war dies auch zu erwarten, bei einem Brenz- 
katechin, in dessen Molekil sich die COO H-Gruppe an entsprechender 
Stelle des Molekiils befindet. Da nun unseren oben genannten Er- 
fahrungen nach Brenzkatechin keine sehr starken katalytischen Fahig- 
keiten bei der Glykokolldesaminierung aufweist, so war dies bei dem 
Derivat, das sich zu Brenzkatechin so verhalt wie Gallussiure zu 
Pyrogallol, namlich der Protocatechusiure, noch weniger zu erwarten. 

In der Tat ergaben die Versuche, daB Lésungen (auch schwach 
alkalisch) von Protocatechuséure viel weniger autoxydabel sind als 
die von Brenzkatechin, und daB eine Katalyse der Desaminierung weder 
bei Glykokoll noch bei Glycylglycin innerhalb des gepriiften py-Bereiches 
(px 6,9 bis 7,6) mit Protocatechusiure zu erzielen war. 

Die ins Brenzkatechinmolekil eingefiihrte COOQH-Gruppe hemmt 
also seine Wirkung als desaminierender Katalysator, wihrend eine an 
gleicher Stelle des Molekiils sitzende OH-Gruppe diese Wirkung stark 
steigert. In der Gallussiure hemmt die COOH-Gruppe die die Kataly- 
satoreigenschaft hemmende Wirkung der dritten aromatischen OH- 
Gruppe des Pyrogallols. 

Das Verhalten von Brenzkatechinderivaten zu Glykokollderivaten. 

Die zweite Besonderheit, die beim Vergleich von Tabellen I und IL 
auffiel, war, daB beim Brenzkatechin eine Spaltung von Glykokoll- 
athylester und Glycylglycin nicht merklich vorkam, bei Adrenalin 


aber unter giinstigen Versuchsbedingungen, beim Glykokollithylester 
in Spuren, beim Glycylglycin in nicht unerheblichen Mengen. 

Von vornherein bestand der Verdacht, da® zunichst eine Ester- 
spaltung des Glycylglvcin stattfindet, nach deren Ablauf dann das 
gebildete Glykokell gespalten wurde. Fiir Glykokollithylester konnte 
die Richtigkeit dieser Annahme gezeigt werden®, doch war zunichst? 


! Ahnliches kann bei Adrenalin auch durch zu weitgehende Oxydation 
(Erhitzen bei O,-Zutritt, langes Stehenlassen in Beriihrung mit O,) erreicht 
werden. Siehe B. Kisch, diese Zeitschr. 220, 84, 1930. Eine Erscheinung, 
die fiir die Frage der Instabilitat von Fermentmodellen bedeutsam ist. 

2 Diese Zeitschr. 236, 380, 1931. 
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nicht klar gewesen, ob das Adrenalin selbst auf diesen ProzeB der 
Esterspaltung fordernd einwirkt oder nicht. 

Auch fiir diesen Unterschied der Wirkung zwischen Brenzkatechin 
und Adrenalin lag ein EinfluB der dritten Hydroxylgruppe des Adre- 
nalins nahe. 

Tabelle V zeigt Versuche, die denen der Tabelle I (an Adrenalon) 
und Tabelle Il (an Brenzkatechin) entsprechen an Oxyhydrochinon, 
Adrenalon und Gallusséure. 

Das Ergebnis dieser Versuche war ein sehr erstaunliches. Oxyhydro- 
chinon und ahnlich, wenn auch nicht in so hohem Grade, Adrenalon 
desaminieren nicht nur Glyeylglycin (und Oxyhydrochinon, auch den 
Glykokollathylester) merklich, sondern beide in viel hGherem AusmaBe 
als das Glykokoll. 

Bleiben wir zundchst bei Oxyhydrochinon, so ist klar, daB die 
gréBere Ammoniakausbeute aus Glycylglycin im Vergleich mit iso- 
molekularen Glycinlésungen nicht etwa nur damit zu erkliren ist, 
da m/10 Glyeylglycin nach seiner Spaltung die doppelte molare 
Glykokollkonzentration darstellt als das vergleichsweise in denselben 
Versuchsreihen untersuchte m/10 Glykokoll, denn die Ammoniak- 
ausbeute tibertrifft die bei Glykokoll um mehr als das Doppelte, unter 
giinstigen Bedingungen (s. Versuche 107a, 185a) um das Dreifache, ja 
gelegentlich (Versuch 112) um mehr als das Siebenfache. Das gleiche 
gilt bei Oxyhydrochinon (nicht aber innerhalb unserer Versuchs- 
bedingungen bei Adrenalon) fiir die Desaminierung von Glykokoll- 
athylester. Die Ammoniakausbeute bei Spaltung von Glykokollathyl- 
ester durch Oxyhydrochinon iibertrifft die bei Spaltung von isomoleku- 
laren Konzentrationen von Glykokoll durch Oxyhydrochinon gelegentlich 
fast um 100°, jaim Versuch 133b (pa = 8, Temperatur 41°) um 450°%,. 

Halt man daran fest, daB die o-Chinongruppe die Brenzkatechin- 
derivate zur spezifischen Desaminierung des Glykokolls befaihigt, so 
ist aus Tabellen I, IV und V zu ersehen, da8 Oxyhydrochinon und 
Adrenalon diese Fahigkeit dem Glycylglycin gegeniiber in wesentlich 
héherem MaBe zeigen als dem Glykokoll selbst gegeniiber. Anscheinend 
ist durch eine der einen Hydroxylgruppe parastandige dritte aromatische 
Hydroxylgruppe das Oxyhydrochinon zu einer Katalyse der Ester- 
spaltung von Glycylglycin und Glykokollathylester befahigt, und es 
ist zu vermuten, daB dies die an der Seitenkette sitzende Hydroxyl- 
gruppe beim Adrenalin ebenfalls, aber in viel geringerem Mabe vermag, 


wihrend Adrenalon beziiglich dieser Eigenschaft etwa zwischen Oxy- 
hydrochinon und Adrenalin steht. 

Der Beweis fiir die Katalyse der Glykokollesterspaltung durch 
Oxyhydrochinon, Adrenalon und vielleicht auch in geringem MaBe 
durch Adrenalin und Gallussiure ist durch die hier mitgeteilten Versuche 
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zunachst nicht stringent erbracht, wenn auch mit Hinblick darauf, 
daB Brenzkatechin wohl Glykokoll, aber nicht Glycylglycin desaminiert, 
mehr als wahrscheinlich. Die Frage wird zurzeit weiter bearbeitet. 

Uber die Berechtigung der Annahme einer Esterspaltung durch 
Oxyhydrochinon wird dann ausfihrlicher eine der nachsten Mitteilungen 
berichten. 

Da die Ausbeute an Ammoniak bei Oxyhydrochinon oft mehr als 
doppelt so groB bei den Glykokollderivaten als beim Glykokoll iso- 
molekularer Lésung ist, so muB ferner, die Richtigkeit der Annahme 
vorausgehender Esterspaltung vorausgesetzt, angenommen werden, 
daB die desaminierende Beeinflussung des Glykokolls sich im Augen- 
blick der Esterspaltung, wenn sich das Glykokoll sozusagen in statu 
nascendi befindet, viel starker geltend macht als an Glykokollésungen. 

Es wird weiterhin zu untersuchen sein, inwieweit dieses Prinzip 
der proportional reichlicheren Desaminierung bei Einwirkung des- 
aminierender Katalysatoren oder Fermente im Augenblick der Ester- 
spaltung auch bei anderen Prozessen nachweisbar ist. Jedenfalls scheint 
es gerade fiir biochemische Prozesse verlockend, anzunehmen, dab 
,,Desaminierung von Aminosaéuren in statu nascendi“ als reaktions- 
férderndes Prinzip beim Abbau von Aminosiuren und Polypeptiden 
eine Rolle spielen kénnten?. 

Auf den andersartigen Verlauf der chemischen Vorginge bei der 
Glykokoll- und bei der Glycylglycindesaminierung weist ja auch die 
Beobachtung von Edlbacher und Kraus hin, daB die CO,-Bildung bei 
der Desaminierung von Glycylglycin durch Adrenalin minimal ist. 

Die hier geéuBerte Annahme kann zunachst aber nur als Arbheits- 
hypothese betrachtet werden. Denn es ist natiirlich auch nicht auszu- 
schlieBen, da®B Glycylglycin als ganzes Molekiil von Oxyhydrochinon und 
Adrenalon reichlicher desaminiert wird als von Omega, und reichlicher und 
andersartig als Glykokoll durch diese zwei Stoffe desaminiert wird. 

Aber fiir eine solche Auffassung ergeben sich noch mehr Schwierig- 
keiten, so daB zunachst an der Hypothese der Verseifung des Glycylglycins 
und Glykokollathylesters und der besseren Deasminierung des Glykokolls 
in statu nascendi festgehalten werden soll, bis die weiteren, bereits in Angriff 
genommenen Untersuchungen bessere Hinweise fiir oder gegen diese 
Hypothese liefern. 

Die Erfahrungen an Oxyhydrochinon und Adrenalon fihrten 
dazu, auch bei anderen Brenzkatechinderivaten zu untersuchen, ob 
und wieweit desaminierende Fahigkeiten dem Glycylglycin gegeniiber 
in héherem MaBe als gegeniiber Glykokoll vorliegen. 

Tabelle VI belehrt tiber Versuche dieser Art. 


. a ‘ha . . . 
1 Anm. bei der Korrektur: Uber den inzwischen auch mit ganz anderer 
Methode gelungenen Nachweis der verstarkten Desaminierung des Glykokolls 
in statu nascendi berichte ich alsbald gemeinsam mit Herrn Dr. Schwwirth. 
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Am deutlichsten ausgepragt sind die Unterschiede der Wirkung 
der verschiedenen Brenzkatechinderivate in einem pyx-Bereich von 
7,9 bis 7,7. Didthylaminoacetobrenzkatechin, Dioxyphenylalanin und 
Protocatechusaure desaminieren weder Glykokoll noch Glycylglycin 
merklich. Brenzkatechin, vermutlich unfahig, Glycylglycin zu spalten, 
desaminiert es auch kaum merklich, desaminiert aber Glykokoll selbst 
vor allem bei px 7,6 und 7,7 sehr deutlich. Die Glykokolldesaminierung 
durch Brenzkatechin steigt, wie schon Tabelle III zeigte, mit dem pu, 
die Glycylglycinbeeinflussung aber nicht. Ahnlich liegen die Ver- 
haltnisse bei Adrenalin (s. Tabelle 1). Bei Oxyhydrochinon und beim 
Adrenalon (im Gegensatz zu dem ihm chemisch so verwandten Di- 
athylaminoacetobrenzkatechin) liegt die Fahigkeit vor, Glycylglycin 
wesentlich starker zu desaminieren als Glykokoll (vermutlich auf dem 
Wege der Desaminierung in statu nascendi). Auch Gallusséure des- 
aminiert Glvcylglycin. Die NH,-Ausbeute ist hierbei etwas hoher als 
die von Glykokoll, aber weitaus nicht das Doppelte, so daB eine 
spezifische Wirkung der Gallussiure in Hinsicht der Esterverseifung 
nicht angenommen werden muB. 

Ein Bild tber den Zusammenhang des molekularen Aufbaues 
einerseits, der Fahigkeit zu spezifischer Desaminierung des Glykokolls 
und zur Desaminierung des Glycylglycins andererseits gibt Tabelle VII. 
Das diese desaminierende Wirkung sich nur auf Glykokoll und nicht 
merklich auf Alanin, d, l-Valin und Sarkosin erstreckt, habe ich neuerdings 
in eigenen Versuchsreihen festgestellt fiir: Brenzkatechin, Adrenalin 
(Omega), Adrenalon, Oxyhydrochinon, Gallussiure, Diéthylaminoaceto- 
brenzkatechin und Hydrochinon sowie p-Chinon; fiir Adrenalin und 
Brenzkatechin liegen altere Versuche dieser Art auch schon von 
Edlbacher und Kraus und von mir ebenfalls vor. 

SchlieBlich ist noch zu erwaihnen, daB bei steigender Alkaleszenz 
(gepriift bis px 8,1) die desaminierende Wirkung des Brenzkatechins 
richst, nicht aber merklich die des Adrenalons. Die Tabelle VII be- 
ricksichtigt die Wasserstoffionenkonzentration von etwa 7,6 beim 
Wirkungsvergleich. 


Versuche mit Leucylglycylglycin. 


Die Fahigkeit von Oxyhydrochinon, Adrenalon und auch Adrenalin 
und Gallussiure, im Gegensatz zu Brenzkatechin Glycylglycin zu 
desaminieren, zum Teil (Oxyhydrochinon und Adrenalon) sogar deutlich 
stirker als Glykokoll, lenkte auf den Gedanken, da®B unter Einflub 
dieser Stoffe zunichst eine Esterspaltung des Glycylglycins und bei 
Oxyhydrochinon auch des Glykokollithylesters der Desaminierung 
vorangeht. Auffallig war hierbei nur, daB Adrenalon und Adrenalin 
wohl Glyeylglycin deutlich desaminierten, wenn auch nicht so stark 
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Tabelle Vil. 
Spezitische Glykokolldesaminierung zeigen: 
OH OH OH OH 
OH OH OH OH 
KG Brenzkatechin OH | 
f schwach : + Oxyhydrochivon CHOH CoO 
t stirker: + | | 
E CH, NHCHs CH, NHCH, 
Adrenalin Adrenalon 
rs stark: +++ 4 
& 
re OH OH OH 
E \ 
Ps OH OH OH OH 
F | CO CH, 
B COOH | 
4 Gallussiure _ CHgN (Cg Hs), CHNH, 
Hl + Diathyl 
& Spur: COOH 
Dopa 
Keine Giykokolldesaminierung zeigen : 
OH OH CO OH OH CO OH 
OH OH’ OH OH OH 
. OH 
COOH Pyrogallol CO N OH CO OH 
Protocatechusaure ‘ . Anthracenblau 
CH. CH 
CH 
Alizarinblau 
OC Hs OCH, OH OH 
4 OH OCH, 
. OH HO CH,COOH 
Guajakol Veratrol CHOH Resorzin Homogentisin- 
CHNHC Hs, gaure 
| 
CHg 
Ephedrin 
OH OH 
*, 
H,COH 
4 BG 8 H, COH 
OH Phloroglucin Athylenglycol 
Hydrochinon 


Biochemische Zeitschrift Band 242. 
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Glycylglycin desaminieren (wenn starker als Glykokoll durch ! bezeichnet) : 
OH OH OH OH 
SOH ‘OH OH HO OH 


OH CO CHOH COOH 
Oxyhydrochinon | ~ — Gallussaure 
b erigr ey CH, NHCH, CH, NHCH; L 

Adrenalon 


++! . 


Adrenalin 


Glycylglycin desamieren nicht: 
OH OH CO OH 
OH OH 


HO, 


Brenzkatechin COOH HO CO OH 
Protocatechu- Anthracenblau 
saure 


OH 
Nou 


CO 


OH 
OH 


C Hy 


CHg NH(C,H;)9 CHNO, 
Diathyl COOH 
Dopa 


wie das Oxyhydrochinon, aber nicht (im Gegensatz zu Oxyhydrochinon) 
den Glykokollathylester. 

Ich verwendete deshalb eine kleine Menge mir zur Verfiigung 
stehenden Leucylglycylglycins, noch von EF. Fischer hergestellt, aus der 
Institutssammlung zu vergleichenden Versuchen. 


Tabelle VIII (Versuch 121). 


Je 5cem m/20 Lésung wurden mit 10 cem Phosphat puffer, l cem 
0,1°,iger HgCl,-Lésung und je 2cem m/100 Katalysator fiir 17'/, Stunden 
in ein Wasserbad von 40°C gebracht. Der Verbrauch an m/50 HCl der 
Vorlage ist in der folgenden Tabelle fiir Glykokoll, Glyeylglycin und das 
Tripeptid angegeben. 





Substrat Oxyhydrochinon Adrenalin Adrenalon Gallussiure 


GROMONIE «6 ls es 1,0 f 0,4 0,3 


3,2 0,9 0,4 


Glyeylglycin 2 ; 
1,0 k 0,0 0,1 


Leucylglycylglycin. . . . ( 


Der Versuch, der leider aus Mangel an Material nicht wiederholt 
werden konnte, zeigt, daB Leucylglyeylglvcin von keinem der vier 
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Katalysatoren merklich desaminiert wurde. Daraus geht auch mit 
Sicherheit hervor, daB auch keinerlei hydrolytische Spaltung des 
Tripeptids unter EinfluB dieser Katalvsatoren stattfand. 

Wenn unsere Arbeitshypothese von der Katalyse der Esterspaltung 
des Glycylglycins durch Oxyhydrochinon, Adrenalon und Adrenalin und 
der so bedingtenerhéhten Desaminierung des Glykokolls in statu nascendi 
sich als richtig erweisen sollte, so wiirden die Resultate von Tabelle VITI 
und das Verhalten der genannten Stoffe gegeniiber Glykokollathylester 
dafiir sprechen, daB auch der Katalyse der Esterspaltung durch sie 
eine hochgradige Spezifitat zukommt. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 

Fiir die eingangs dieser Arbeit gestellten zwei Fragen laBt sich aus 
dem experimentellen Teil folgendes folgern: 

1. Da Brenzkatechin beziiglich desaminierender Wirkung die gleiche 
fermentartig hochgradige Spezifitat wie Omega hat, da es im Verlauf 
des Versuchs oxydiert wird (Farbanderung) und da, wie ich seinerzeit 
(mit Leibowitz) zeigen konnte, die spezifische Wirkung nicht dem Adre- 
nalin, sondern seinem Oxydationsprodukt Omega zukommt, so scheint 
der SchluB berechtigt, daB Omega ein Adrenalin-Chinon ist, zumal 
seine rote Farbe die gleiche Annahme verstarkt. 

2. Die genauere vergleichende Untersuchung der spezifischen 
Katalysatorwirkung lehrt beziiglich der Beziehung zwischen moleku- 
larem Aufbau und Wirkung des o-Chinonfermentmodells folgende 
Besonderheiten, die gewisse Analogien zur Beziehung Molekiilbau— Farbe 
erkennen Jassen und voraussichtlich fiir das Wesen der Ferment wirkung 
auch allgemeiner bedeutsam werden kénnten. 

Am o-Chinonfermentmodell ist die Spezifitat der Wirkung durch 
eine bestimmte Gruppe des Molekiils, namlich die o-Chinongruppe, 
bedingt (spezifische Wirkgruppe). 

Die [ntensitdt der Wirkung der spezifischen Wirkgruppe ist von 
bestimmten anderen Gruppen des Molekiils abhangig. Solche Gruppen 
kénnen die Intensitét der Wirkung steigern (Hilfsgruppen in Analogie 
zu den auxophoren Gruppen). 

Als solche Hilfsgruppe wurde z. B. die Hydroxylgruppe ermittelt. 
Andererseits kann die Wirkgruppe durch bestimmte Gruppen im Molekiil 
gehemmt werden (Hemmgruppen), wie die Unwirksamkeit des Dioxy- 
phenylalanins u. a. Brenzkatechinderivate erweist. 

Ob eine Gruppe Hilfs- oder Hemmgruppe und in welchem Ausma{s 
sie dies ist, hangt sowohl von ihrem atomaren Aufbau als auch in hohem 
Grade von ihrer Stellung im Molekiil ab. Je nach ihrer Stellung im 
Molekiil kann die gleiche Gruppe Hilfs- oder Hemmgruppe sein. 


Q* 
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Die dritte OH-Gruppe in Parastellung zu einer der orthostandigen 
OQH-Gruppen ist Hilfsgruppe des Chinonfermentmodells  (z. B. 
Oxyhydrochinon), in héherem Mabe noch, wenn sie nicht aromatisch 
wie beim Oxyhydrochinon, sondern an der aliphatischen Seitenkette 
gebunden ist (Adrenalin). Die dritte aromatische OH-Gruppe in 
Orthostellung zu den zwei vorhandenen ist Hemmgruppe (Pyrogallol). 
Die parastandige COOH-Gruppe, ins Brenzkatechinmolekiil an derselben 
Stelle eingefiihrt, an der die OH-Gruppe Hilfsgruppe ist, ist Hemm- 
gruppe (Protocatechusaure). Sie wird aber ins Pyrogallol an gleicher 
Stelle eingefiihrt zur Hilfsgruppe, weil sie die Hemmwirkung seiner 
dritten OH-Gruppe hemmt (Gallussaure). 

Im besonderen Falle des o-Chinonfermentmodells scheint der 
Hilfs- oder Hemmcharakter einer Atomgruppe dadurch bestimmt zu 
werden, welchen EinfluB die fragliche Gruppe einerseits auf die Leichtig- 
keit der Oxydierbarkeit der orthostandigen OH-Gruppen zu Chinon, 
andererseits auf die Reduzierbarkeit des Chinons und damit seine 
Rolle als H-Akzeptor hat. 

3. Die Aktivierung der spezifischen Katalyse durch Hg laBt in 
Analogie zur H,O,-Katalyse durch Hg daran denken, de® die Peroxyd- 
form des o-Chinons bei dem Chinonfermentmodell eine besondere 
Rolle spielt. 

4. Oxyhydrochinon, in geringerem Grade auch Adrenalon, des- 
aminieren Glycylglycin und das Oxyhydrochinon auch den Glykokoll- 
athylester wesentlich starker als das Glykokoll. Es wird vermutet, 
daB dieser Desaminierung eine Esterspaltung vorangeht, die von diesen 
Stoffen katalytisch geférdert wird und daB Glykokoll in statu nascendi 
vom Chinonfermentmodell schneller und mit reicherer Ausbeute des- 
aminiert wird als das fixe Glykokcll. 

5. Eine Desaminierung von Leucylglycylglycin wurde durch 
Oxyhydrochinon, Adrenalin, Adrenalon und Gallussiure nicht bewirkt. 

6. Die als Katalysatoren oxydativer Glykokolldesaminierung 
wirksam gefundenen Brenzkatechinderivate waren, wie neuerliche 
Versuche zeigten, nicht merklich wirksam gegeniiber Alanin, d, 1-Valin, 
und Sarkosin. 
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Sublimat als Aktivator des o-Chinon-Fermentmodells. 


Ve mn 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des phy siologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 


{Bingegangen am 5, September 1931.) 


In der vorangehenden Mitteilung wurde im methodischen Teil 
erwihnt, da bei den Versuchen tiber die Spezifitaét der oxydativen 
Glykokolldesaminierung durch Brenzkatechinderivate zur Vermeidung 
bakterieller Infektion den Ansatzen auf 18 ccm Lésung | bis 1'/, cem 
0,1°,iger HgCl,-Lésung zugesetzt wurde, und daB die Reaktion hier- 
durch nicht nur nicht gehemmt, sondern unter gewissen Bedingungen 
sogar deutlich geférdert wurde. 

Hier sollen nun die experimentellen Daten einiger von vielen durch- 
aus gleichartig verlaufener Versuche mitgeteilt werden, die diese Angabe 
beweisen. Die Methode war genau die gleiche, wie sie in der voran- 
gehenden Mitteilung ausfiihrlich angegeben wurde. 

Soweit nachfolgend nichts anderes angegeben ist, wurden bei jedem 
Ansatz 5cem m/10 Glykokollésung und 10 cem Puffergemisch (Sérensen- 
sche Phosphatmischung) verwendet. hinzu kamen 2 cem m_/ 100 Katalysator 
und die im einzelnen angegebenen Mengen HgCl,. Die Proben je einer 
Versuchsreihe waren an die gleiche Wasserstrahlpumpe hintereinander- 
geschaltet angeschlossen. so daB bei allen Versuchen einer Keihe, was fur 
das Ergebnis sehr wesentlich ist, die Durchliiftung sicher gleich stark war. 
Wo zwei Zahlen in demselben Stab einer Tabelle in emer Reihe stehen, 
sind es die Werte zweier Kontrolldoppelproben. 

Das verwendete Adrenalin war Adren. pur. synth. eryst. (Hochst) 
Das pu der Losungen war kolorimetrisch ermittelt. Durch entsprechende 
Zusammensetzung der Pufferldsung wurde dafiir gesorgt, daB das py der 
Proben mit und ohne Sublimatzusatz in einer Versuchsreihe immer gleich war. 

Aus Tabelle I geht eindeutig hervor, da ein Zusatz von Sublimat 
zu den Ansitzen die Fahigkeit deutlich steigert, die oxydative Glykokoll- 
desaminierung katalytisch zu férdern, und zwar sowohl bei Verwendung 


von Brenzkatechin als bei Verwendung des viel wirksameren Adrenalins 
als Katalysator. 
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Sublimat als Aktivator des o-Chinon-Fermentrmodells. 23 


Sublimat ist zwar in allen Versuchen als Aktivator von Brenz- 
katechin und Adrenalin wirksam gefunden worden, es ergeben sich 
aber fiir das AusmaB der Wirkung gewisse aus Tabelle I ersichtliche 
Gesetzmiabigkeiten. 

Die Wirkungssteigerung tritt unter solchen Versuchsbedingungen 
am deutlichsten hervor, unter denen der Katalysator erfahrungs- 
gemaB! nicht optimal wirkt. Unter solchen Bedingungen (relativ 
niedriges px, schwache Durchliftung der Ansiatze, niedrige Tem- 
peratur usw.) wird die Katalysatorwirkung durch HgCl, bis um 100°, 
und mehr gesteigert (vgl. die Brenzkatechinversuche 125, 136, Adrenalin- 
versuche 133, 118). 

Unter Bedingungen, unter denen der Katalysator bereits stark 
wirkt, ist die Wirkungsférderung durch den Aktivator meist geringer 
(Brenzkatechinversuche 124, 128a, Adrenalinversuch 134), aber doch 
deutlich. Bei dem Brenzkatechin ist die HgCl,-Aktivierung prozentual 
hochgradiger als bei dem stairker wirksamen Adrenalin, doch kann sie 
auch hier fast 100°; betragen (Versuche 133, 118a). 

Kontrollproben, denen die gleiche Sublimatmenge ohne Katalysator 
zugesetzt war, ergaben gegeniiber HgCl,-freien Leerversuchen niemals eine 
merkliche Ammoniakbildung. 

Vergleicht man die Wirkung verschieden hoher HgCl,-Zusitze, so 
findet man (Versuche 130, 136, 128a, 132, 131, 134), daB haufig schon 
ein Zusatz von 0,3cem m/200 HgCl, eine deutliche Wirkung hat (Ver- 
suche 130, 131), deren Wert sicher auBerhalb der Versuchsfehlergrenze 
liegt, bei Versuch 131 sogar schon 0,1 cem m/200 HgCl,. Das Wirkungs- 
optimum wurde in der Mehrzahl der Versuche bei einem Zusatz von 
etwa 1,5cem m/200 HgCl, gefunden. Héhere Zusaitze (von 2 und 3 ccm 
Versuche 136, 130, 128a, 143) hatten nicht merklich starkere Wirkungen 
als 1,5 cem. 

Berechnet man den Sublimatgehalt des Gesamtansatzes, so ergibt 
sich folgendes. Die Ansatze, die m/900 Katalysator enthalten, werden 
gelegentlich schon deutlich aktiviert durch einen Sublimatgehalt von 
m/12000, optimal wirksam war in der Regel ein Gehalt von etwa m 3000. 

Weitere Versuche sollten zeigen, inwieweit auch andere Brenz- 
katechinderivate in ihrer Fahigkeit, Glykokoll oxydativ zu desaminieren, 
durch HgCl,-Zusatz beeinfluBt werden. 

Tabelle II stellt einige aus einer groben Zahl véllig gleichartig 
verlaufener Versuche mit Oxyhydrochinon, Adrenalin, Pyrogallol, 
Gallussiure, Diathylaminoacetobrenzkatechin und  Dioxyphenyl- 
alanin dar. 

Eine deutliche Aktivierung ist, wie man sieht, bei keinem dieser 
Stoffe mit Sublimat zu erreichen. Spurenweise ist sie bei Gallussaure 
angedeutet, aber nicht immer. Keine Aktivierung der Katalyse oxy- 


1 Vgl. die vorangehende Mitteilung. 
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Sublimat als Aktivator des o-Chinon-Fermentmodells. ae) 


dativer Glykokolldesaminierung wurde ferner durch HgCl, erreicht 


bei Protokatechusaure und Hydrochinon. 

Die vorliegenden Tabellen sollen zunaéchst nur den experimentellen 
Beleg zu der in der vorigen Mitteilung gemachten Angabe bilden, dal 
Sublimat die Katalyse oxydativer Glykokolldesaminierung nicht nur 
nicht stért, sondern gelegentlich (bei bestimmten Brenzkatechin- 
derivaten) deutlich férdert. 

Wieweit ahnliche Wirkungen auch anderen Metallen als dem Queck- 
silber zukommen, werden weitere Versuche lehren. 


Zusammenfassung. 

Die Katalyse der oxydativen Glykokolldesaminierung durch 
Brenzkatechin und Adrenalin wird sehr deutlich, die durch Gallussaure 
kaum, die durch Oxyhydrochinon, Adrenalon, Didithylaminoaceto- 
brenzkatechin, Dioxyphenylalanin und Pyrogallol nicht merklich ge- 
fordert, wenn den Ansitzen HgCl, zugefiigt wird. 

Bei einem Gehalt der Lésung von etwa m/40 an Glykokoll und 
m 900 an Katalysator hat die Aktivierung der Katalysatorwirkung 
innerhalb der durchgefiihrten Versuche (py 6,9—8,0) bei einem 
Gehalt von etwa m/3000 HgCl, ihr Optimum. 








Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosiuren. 


Il. Mitteilung!: 


Die Wirkung von Phenylalanin, Tyrosin, Leucin, Asparaginsiure, 
Asparagin und Glutaminsiure auf Niere und Leber. 


Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 5, September 1931.) 


In Fortsetzung der in der ersten Mitteilung veréffentlichten Ver- 
suche iiber die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Glykokoll und 
Alanin seien hier die Ergebnisse von Versuchen mit anderen Amino- 
siuren mitgeteilt. 

Die Methodik war genau die gleiche wie bei den Versuchen der ersten 
Mitteilung. 

Auch bei diesen Versuchen wurde ich durch die Mitarbeit der technischen 
Assistentin Frau E. Striebeck sehr unterstiitzt. 

Die Ergebnisse teile ich so mit, daB zuerst die Versuchsergebnisse 
berichtet werden, die an Nierengewebe gewonnen wurden, und dann zu 
sammenhangend Versuche, die vergleichend an Nieren- und Lebergewebe 
des gleichen Tieres erhalten worden sind. 

Das pu aller untersuchten Nahrlédsungen war 7,4 (kolorimetrisch 
bestimmt). Zusammensetzung der Nahrlésung (0,9°, NaCl, 0,023°, KCl, 
0,024°,, CaCl, 0,026°, NaHCoO,). 


Versuchsergebnisse an Nierengewebe. 
1. Phenylalanin. 


Schon in der ersten Mitteilung sind einige Versuche erwahnt 
£ £ 
worden, aus denen hervorging, da} Phenylalanin eine ahnlich starke 


atmungssteigernde Wirkung hat wie Alanin selbst. 

Tabelle I zeigt eindeutig an Versuchen, die mit Nierengewebe von 
Meerschweinchen, Schwein, Ratte, Katze und Kaninchen ausgefiihrt 
wurden, die starke Atmungssteigerung durch Phenylalanin an _ ge- 


1 I. Mitteilung siehe diese Zeitschr. 238, 351, 1931. 
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28 B. Kisch: 


altertem Gewebe. Das Maximum der Wirkung zeigen Konzentrationen 
von m/50 bis m/100. Gealtertes Gewebe reagiert, wie ich dies friiher 
schon fiir Glykokoll und Alanin zeigen konnte, auch auf Phenylalanin 
stirker als ganz frisches. 

Besonders intensiv scheint, ahnlich wie beim Alanin (s. Mitteilung 1), 
auch beim Phenylalanin die Wirkung auf Rattengewebe zu sein. Wieder- 
holt wurden bei gealterter Rattenniere Atmungswerte erreicht, die iiber 
den héchsten Normalwerten frischer Organe lagen. Oft war an ge- 
altertem Nierengewebe verschiedener Tierarten die Atmungssteigerung 
nicht nur relativ, sondern auch absolut héher als an frischem Gewebe. 
Die Atmungssteigerung bei frischem Gewebe betrug bis etwa 40°, der 
Atmung in phenylalaninfreier Ringerlésung, bei gealtertem Gewebe 
mitunter tiber 150°,, bei MS. 4 z. B. iiber 200°,. 


Bei gealtertem Gewebe war mitunter mit m/500 Phenylalanin noch 
eine sehr deutliche Atmungssteigerung zu erreichen (MS. 42, 4, R. 2, 
Ss. 6). 

Bei Meerschweinchen Nr. 4 zeigte in einer Reihe (hier nicht mitgeteilter) 
Versuche gerade m/100 bis m/200 Phenyalanin ein Wirkungsoptimum. 


2. Tyrosin. 


Bei der Intensitaét der atmungssteigernden Wirkung von Alanin 
und Phenylalanin kénnte zunichst die relativ geringe Atmungs- 
steigerung durch p-Oxyphenylalanin auffallen. Aber Tyrosin ist sehr 


schlecht wasserléslich, weshalb unsere Tabelle IL mit m/200 als héchster 
angewendeter Tyrosinkonzentrationen beginnt. Zweifellos laBt sich 
fast stets an gealtertem Gewebe die Atmungssteigerung durch Tyrosin 
feststellen, die mitunter noch bei einer Konzentration von m/2000° 
deutlich ist (MS. 42) und bei m/200 gelegentlich noch tiber 20°, der 
Atmung in tyrosinfreier Lésung betrigt (R. 2). Bedenkt man, daB 
das Optimum der Alanin- und Phenylalaninkonzentrationen beziglich 
der Gewebsatmungssteigerung bei etwa m/50 liegt, so muB man wohl 
sagen, da} die atmungssteigernde Wirkung des Tyrosins etwa von 
alinlicher GréBenordnung ist wie die der beiden eben genannten Stoffe, 
wenn auch so starke Atmungssteigerungen wie bei diesen nicht beim 
Tyrosin beobachtet wurden. 

Auch Tvrosin wirkt auf gealtertes Gewebe stiirker als auf frisches und 
so wie Alanin und Phenvlalanin auf Rattenniere anscheinend starker als 
auf die Niere der anderen untersuchten Tierarten. 


3. Leucin. 
Mit Leucin wurde eine gréBere Anzahl von Versuchen ausgefiihrt, 
da Reinwein! bei seinen Versuchen an Lebergewebe eine Atmungs- 


1 H. Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 160, 278, 1928. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosiuren. IT. 31 


steigerung durch diese Aminoséure ebenso wie Gurch Phenylalanin 
nicht feststellen konnte und da die Atmungssteigerungen durch Leucin 
auch bei Nierengewebe nicht so hochgradig sind wie die durch Phenyl- 
alanin. 

Tabelle LI zeigt jedoch eindeutig, daB die Atmung von Nieren- 
gewebe in der Mehrzahl der Fille ebenfalls deutlich durch Leucin 
gesteigert wird, wenn auch nicht so stark wie durch Alanin und Phenyl- 
alanin. Besonders deutlich reagiert wieder gealtertes Gewebe und von 
den verschiedenen untersuchten Tierarten besonders stark das Schwein 
und die Ratte. Hier betragt die Steigerung auch bei frischem Gewebe 
gelegentlich etwa 20°, der Atmung in leucinfreier Ringerlésung (R. 3, 
9, 10), in einem in die Tabelle nicht aufgenommenen Falle bei frischer 
Schweineniere 30°,. 

An gealtertem Gewebe (H 12, S IV, BR 8) kann sie iiber 50°,, betragen. 
Die optimale Konzentration scheint etwa m/50 bis m/100 zu sein; wiederholt 
war die Atmungssteigerung durch m/100 Leucin deutlich starker als durch 
m/50 (S. 5, MS. 4, H. 13, R. 1), aber manchmal wirkte m/50 auch starker 
als m/100 (S. 4, 6, MS. 43, R. 6, 8!, 9, 10, K. 18). 

Von Monoaminodicarbonsauren untersuchte ich die Asparaginsaure, 
ihr Amin, das Asparagin, und die Glutaminsiiure. 


4. Asparaginsdure. 


Asparaginsaure steigert, wie Tabelle 1V zeigt, die Atmung frischen 
(MS. 42, R.1, 6) und gealterten Nierengewebes, die des letzteren durch- 
schnittlich starke:. Das Optimum der Wirkung liegt auffalligerweise 
auBer bei Ratte Nr. 4 und 6, in keinem Falle bei m/50, meist bei m/200. 


Manchmal sogar bei m/500 (8.3, H.13 nach 91 Stunden), waihrend das 
Optimum der Wirkung von Asparagin meist Konzentrationen von 
m 50 bis m/100 dieses Stoffes haben. 

Die Atmungssteigerung betrug an frischem CGewebe 10 bis 25°, (R. 6), 
an gealtertem eher mehr (MS. Nr. 43 bis 25°,,. Hund Nr. 12 bis 25°,,), ist 
aber an frischem wie gealtertem wesentlich geringer als die durch Pheny]- 
alanin erreichbare. 

5. Asparagin. 

Tabelle V zeigt, dab auch Asparagin die Atmung an gealtertem, 
aber gelegentlich auch an frischem (R. 6) Gewebe der Niere steigert. 
Die optimale Konzentration war im Gegensatz zu Asparaginsdure 
hier meist bei m/50 bis m 100, gelegentlich aber auch m 100 (S. 3, 6, 
K. 1). Das AusmaB der Atmungssteigerung schwankte zwischen 15 
und fast 100°, (8.3). Doch war die Zahl der mit Asparagin ausgefiihrten 
Versuche nicht sehr groB. Vielfach war bei Versuchen an der gleichen 
Niere die atmungssteigernde Wirkung des Asparagins geringer als 
die der Asparaginsiure (H.12, R. 6), aber durchaus nicht immer. 








= 
% 
iA 
we 
“a 
fea 


UN u8Z 
UN u9 
uN 9% 
Yostdy 
N * al 
N * u@Q 
Yostdy 
N Ul uhZ 
qostay 
UN ° uSt 


UN ~ uyI6 
UN U él 


IO®8N * u89 
IOB®N Bl yg 


UN “ SZ 


u 49S 
UN UG 


5 a8 

66 66 L'8 
car LTT aTtT 
Var OFT LOT ai 
cof OFT Lat 9S 
OTL OZ GOT SIT 
GIT FIT OTT FTI 
acl 96 C16 

OTT 90°ZI 90OT OTT 

SOI cg TT t6 96 

6F CZF ‘¢  L'e 98°¢ 

gUT FO! 6 

8g 6 

+1 6 91 

C6'L SL 


~-eee ere ee 


t™ 


~~~ 


~ ee 


to HOt OHH Ht 
™ 


-t™ 


96 T6 
99 F ; 
Gr ; 3 uGg 

‘ } 466 
OOT ; F 49% 
06 s c UL ug 


OOOOS 1 GODNZ UE OOOOT TH OOO Ul 7 Ub QOOT/ Ul si OOT ul 
Hd Sun[puryoq 
: ; “104 
UGUOBAUIZUOY Aopussoy oanysuLseredsy -++ YN ul ‘OA - 


os 
“ 


oe 


O410IN 


uBaIQ 


ueljoUIUBy 
aney 
arey 
ayey 
onBy 


a44Ry 


UdTOUlaM YOR 
-1o0]q 


Gt IN puny 


ZI UN puny 
QIN UlaMqog 


CIN UlaMyoS 


g “AN UlOMTOS 





‘oanesulsearedsy Younp HUNUIPBUBTOINT dop Sunssn]Julovg] . 17 9))9QD.L 








Pas 
= 
= 
% 
= 
=< 
= 
= 

SL 
= 
= 
~ 
=_ 
> 
L 
<= 
s 
a 
~ 
be 
= 
or 
L 
L 
=~ 
=) 
om 
= 
~~ 


Qoog tu 


O07 UL OOOT Ul 


HOUOTPBAUE 


6 O01 
96 XN ~ yf 
ZOT VOT . N ~ alZ 
469 


yOC 


uP 
ul 
u8a 


qOS 
466 
ulG 
uF 


OOG) Ut 00g Ut OOT/ tu 


. — Funppueyeq 
ao) uisvivdsy + WN ul “OR 


O10IN 


uBaAy) 


LAN ayyey 


‘TA ‘OT 
‘GAN 9))8Y 


§T ‘4N punk 


Gr 4N puny 


IG6T HLA ‘OT 


“T AN 9OZ)8M 


‘IN ULM GIG 


“IN UlOMYOS 


2 UN ULAMTOS 





‘uldeuedsy Yoump seqemoesudlelN sep Fununy sep Funssnpyurwoeg 


“A 911°QOL 


9 


Biochemische Zeitschrift Band 24 





B. Kisch: 


O000T UL OOOOL tt 


NOUOCHRAUAZUOY a 


Ooo Ul Oo00g Ul 


Fal 
LGl 
OTT 


GGl 


9TT 
SOT 
6F 
goT 
ae 
+1 


C6‘L 


1626 96 


Sv (997 
Gt 
SF 
001 
06 


OOOT Ut Oog Ul 


Ues][O} ainysuLseredsy -+ YN url “OA 


£6 
OO! 


ral 
6 ZI 
ETT 
ral 
Val 
OGI 
Cul 


€F 
9E TT 
oP 
92'S] 
88 
00! 
GV 
C6 


vet 


Cos 


00g UL 


6 
Cal 
Val 

cc Fl 
OTT 
6 TT 
Gal 

90°ET 
co TT 

Co F 
FOr 
6F 
691 


OOT UL 


Z8 
L'8 
ZT 
‘OT ait 
Lal VG 
601 SIT 
OTT PTT 
CL'6 
90 OTT 
t6 96 
L’g 98°¢ 
66 
que LS 
‘Fl 
69 89 
6L Z8 
vg Zs 


~~~ ~~ YE 


t~ 


~~ ere eK 


~-t 


+H HaHa HH tH HH HTH tH a 
™ 


C6% 


9°9 
OL 


oe/u 


UN Ul 
“0% 


N u8G 
N u9 
N u9% 
Yost] 
_” af 
XN" u@ 
yos lay 
N Ul uF] 
yostay 
u USP 
u uI6 
UN U 6 
IO8N * y89 
IOBN Ul ysl 


UN ~ uSZ% 


YW 496 
u UG 


UGG 
466 
49 
ug 


O410IN 


uvsigd 


SI “AN ue OUlIUBYy 
g aN onBy 
g AN ORY 
GUN oney 
O}yBY 
Ian ony 
FAN) 
arun}" 
—e 


ayouloM os 
- 100] 


gl uN puny 


ol “aN puny 


GAN ULAMGOS 


CAN UlaMYOS 


GAN UWlenyqog 





‘ounesulderedsy Younp SUNUIZBUBTAIN Joep SunNssn] fulosvg] 


"AT 901°99.L 





OOOE tl 


FS 
Fol 


€6 
86 


Cg 


a 


L8 


Oo007 Ww OOOT Ut Qog, Ut 


8'$ 


ZTl € TI 601 
¢ Ol Chol 96 
Yol 6 OI g Z20T VOT 


OF OF 


89 
68 
OO% Ul Oo Tu 


z 
UIUOLRAUIZUOY AopuoFpoy ulswaedsy + yNX ur VA 


UVa) 


L°AN o48yY 
TIA ‘OT 


‘gun @38y 
ST 4N puny 
Gr AN puny 
TG6T TILA “OT 
“TAN 02983] 
IN UlaM Gg 


IN WlAMYOS 


2 IN ULAMOS 





- 
= 
= 
L 
= 
a 
— 
= 
= 
— 
of 
=o 
= 
= 
= 
— 
= 
7 
Z 
= 
= 
> 
= 
— 
= 
— 
of 
= 
= 
L 
L 
i 
= 
— 
& 
am 


‘uldeuedsy Younp seqemoesuaa 


IN, sep sunuyny Jop SuNssn [pulse 
9D9QDL 


of 


9 


», 


Biochemische Zeitschrift Band 





34 B. Kiseh: 


Das Maximum der Wirkung war bei | Stunde alter Rattenniere eine 
Atmungssteigerung von 20°, (R. 6), bei gealterten Organen etwa 50 
(H. 12), bei S. 3 sogar mehr. 


6. Glutaminsdure. 

Mit Glutaminsaiure konnte in einigen wenigen Versuchen beim 
Hund und bei zwei der drei Meerschweinchen auch an gealtertem 
Nierengewebe keine deutliche Steigerung der Gewebsatmung erzielt 
werden, hingegen wohl bei Kaninchen, Schwein, Meerschweinchen 
Nr. 3 und den Ratten und bei zwei von den drei Katzen. Aber auch 
bei diesen letzteren war die Atmungssteigerung nicht sehr hochgradig. 
Das Maximum betrug bei gealterter Schweinsniere etwa 40°, bei 
Rattenniere etwa 20%, bei Meerschweinchen Nr. 3 etwa 30°, beim 
Kaninchen etwa 40°. Die optimal wirksame Konzentration war 
meist m/100 bis m/500. Beim Kaninchen (nur ein Versuch) war m/50 
bis m/200 etwa gleich wirksam. An frischem Nierengewebe wurde 
auBer bei Ratte Nr. 1 keine Atmungssteigerung mit Glutamin- 
sdure erzielt. 

In Tabelle XI ist aus den bisher durchgefiihrten Versuchen eine 
Ubersicht der Atmungssteigerung durch verschiedene Aminosauren 
bei verschiedenen Tierarten zusammengestellt. 


Vergleich der Atmungsbeeinflussung von Niere und Leber. 


Aus den Tabellen I bis VI und XI geht eindeutig hervor, daB die 
Atmung, vor allem von gealtertem Nierengewebe, durch saimtliche bisher 
untersuchten Aminsosduren gesteigert wird, am starksten auBer durch 
Alanin durch Phenylalanin. Unterschiede bestehen insoweit, als das 
Ausma}} der atmungssteigernden Wirkung bei Phenylalanin (wie bei 
Alanin) besonders groB, bei Glutamin:aure besonders gering ist und 
daB die beiden Dicarbonsiuren (Asparaginsdaure und Glutaminsaure) 
meist bei einer niedrigeren Konzentration (m/100 bis m/500) ihr 
Wirkungsoptimum bei den gewahlten Versuchsbedingungen haben als 
Phenylalanin, Leucin und Asparagin (m/50 bis m/100). 

Unsere Versuche stehen jedoch scheinbar in einem gewissen Gegen- 
satz zu der Angabe Reinweins (1. c.), daB die Atmung von Lebergewebe 
von Ratte und Meerschweinchen durch Leucin, Asparaginsaéure und 
Phenylalanin nicht gesteigert wird. Diesen Widerspruch suchte ich 
aufzuklairen. 

Zunachst konnte die Verschiedenheit der Resultate durch ver- 
schiedene Konzentrationen der Aminoséuren, die untersucht wurden, 
bedingt sein. Es wurde hierauf bereits in der ersten Mitteilung beziiglich 
des Glykokolls hingewiesen!, dessen Wirkungsoptimum bei etwa m/100 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 288, 351, 1931. 
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bis m/300 liegt. Nun zeigt unsere Tabelle LV z. B., dab auch die Aspara- 
ginsaure bei MS. 42 und 43 und R.8 in m/100 Konzentration starker 
wirkt als in m/50, und Reinwein hat (s. seine Tabelle 1) Asparaginsiure 


fast durchweg in m,/50 Konzentration verwendet. 

Diese Erklarung ftir die verschiedenartigen Ergebnisse kann aber nicht 
fiir Phenylalanin und Leucin gelten, da diese Substanzen von Reinwein 
in Konzentrationen gepriift wurden, die ich bei der Niere wirksam fand. 
AuBerdem gibt Reinwein auch an, die Aminosauren, die in seinen Versuchen un- 
wirksam geblieben waren, auch in héheren und niedereren Konzentrationen 
erfolglos angewendet zu haben. Ich habe deshalb an einer Keihe von Tieren 
an Leber und Niere eines und desselben Versuchstieres unter ganz gleich- 
artigen Versuchsbedingungen den EinfluB von VPhenylalanin, Leucin, 
Asparaginsiure und Glutaminséiure auf die Gewebsatmung untersucht. 
Als Versuchstiere fiir diese Versuche habe ich. ebenso wie Reinwein, Meet 
schweinchen und Ratten und auBerdem in wenigen Versuchen Kaninchen 
und Katzen verwendet. Das Ergebnis dieser Versuche ist aus den 
Tabellen VII bis X zu ersehen. 

Die Tabellen VII bis X zeigen das bemerkenswerte Ergebnis, dab, 
ahnlich wie dies in der ersten Mitteilung! bereits fiir Glykokell und 
Alanin ermittelt wurde, auch durch die neuerlich untersuchten Amino- 
sauren die Gewebsatmung von Niere und Leber nicht im gleichen 
AusmaB gesteigert wid. Auf Grund der hier zusammengestellten 
Zahlen kann man wohl sagen, daB die Atmung der Leber von Ratte und 
Meerschweinchen in frischem Zustande durch Leucin, Asparaginséure 
und Glutaminsaure, vor allem aber auch durch das an Nierengewebe 
so stark wirksame Phenylalanin wesentlich weniger beeinfluBt wird 
als frisches Nierengewehe des gleichen Tieres, meistens sogar gar 
nicht merklich. Hingegen ist bei gealtertem Lebergewebe von Ratten 
und Meerschweinchen (und auch Rind) vor allem durch Phenyl- 
alanin manchmal sogar eine recht hochgradige Atmungssteigerung zu 
erreichen (Tabelle VII, R.8, MS. 43, 4). Die Wirkungen von Leucin 
waren kaum deutlich, auch Glutaminsaéure und Asparaginsaéure hatten 
bei den freilich nicht sehr zahleichen Versuchen an der Leber im 
Gegensatz zu den an der Niere des gleichen Tieres keinen zweifellos 
atmungssteigernden Effekt bei Ratte und Meerschweinchen. Vergleicht 
man in den Tabellen VII, VIII und X, z. B. im Gegensatz zur zu- 
gehérenden Niere, die an der Leber von Meerschweinchen Nr. 4 
gewonnenen Werte, so sieht man, daB Leucin und Glutaminsaure die 
Leberatmung hier gar nicht beeinflussen, m/100 Phenylalanin sie aber 
um etwa 13°, steigert. 

Man kann also die Reinweinschen Untersuchungen auf Grund 
unserer Versuche insoweit bestatigen, als frisches Lebergewebe sich 
gegen atmungssteigernden EinfluB der untersuchten Aminosduren im 


1 Diese Zeitschr. 238, 351, 1931. 











gOl rare ‘¥ s‘Or Tol f UN “ uh LAN 93984 
T'S #8 Cr 6 FS Gs UN “ ut] PAN ayey 
T9l POT ; 9§€T OTST ‘ UN ~ uP € AN 9}8Y 
6ZI rea ; SIT $l é, Yostay TAN eey 
L GG ; L’9 GL UN “ uf ¢ AN 0z}8y 
TE6T ILLA “ET 
UN ~ u6P ‘IN OZjvy 
UNn - u6F 
UN u8P TE61 “LILA ‘OT 
qosnly ‘T AN 9z}8y 
uSP 
Trad g AN UleMqog 
u8P TE6T ILA “9 
utZ ‘g IN 
yG UdPOUTOMYOS.1B9]Y 


u&G GP IN 
Yostay UdTOULOM YOSIII 


TP AN 
uSF UdPOUIOM YORIVaTV 


6 Ul 8 OT LOlt Zor 
gy 
OL EL 
9 €L 
cle LOD YPLOL 6¢ cg 
‘8 06 
FS € 
60T OTT 3 66 ¥6 66 88 L8 
L€l 7g 8 FT 26l Ett it 
ZI ; 9°01 O1T LOI col 
Lol ; FIT cgOT OTT SOT 9'OT 


Ps 
S 


™ 
°o 
= 
™ 
- 
ree eee & 


x 


- 


is 


# 
F 


t™ 


ie) 
~ 


tH tt Ht tt 
™™~™ 


96 ‘ 66 6 £6 
C6 96 ‘01 GL LL 
9° ee ec'¢ 9¢ LE 
16 06 06 L's 


t~ 


ube . 61 AN Uveyouruvy 


406 " 
469 o10IN €T AN puny 


— 
~-~ ~ 


os/m J ul 
coemgemnteie UN Ul Hd sun[puryeq 
“TOA 


OOOOT UE OOOe UL OVOZ/ TU QOOT/ Ut Oo¢g Ul , ul OoT ut 


. = z uBsId 
UIUONRIWUIZUOY Aopudd[oy oanysururejynyy +yN ur VA % 





‘OINBSULLTBIN[F) YOINp sqomesuaIoIN UOA Funujyy ap FZanssnpyuroog 


‘TA 911999L 





12,4 15,4 


LUS 


(4 


‘ 


att. 


SLA 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosauren. 


Vergleich der Atmungssteigerung von Leber und Niere durch Phenylalanin 


Tabelle VII. 


bei pr 7.4. 








Tier 


Ratte Nr. 7 


Ratte Nr. 8 


Ratte Nr. { 


Ratte Nr. 11 


Meerschwein- 
chen Nr. 43 


Meerschwein- 


chen Nr. 4 


Meerschwein- 
chen Nr. 5 


Kaninchen 
Nr. 18 


Katze Nr. 2, 
13. VIII. 1931 


Katze Nr. 3, 
17. VITT. 1931 


Organ 


Leber 


Niere 
Leber 
Niere 
Leber 


Niere 
Leber 


Niere 
Leber 


Niere 
Leber 
Niere 


Leber 


Niere 
Leber 


Niere 
Leber 
Niere 
Leber 


Niere 
Leber 
Niere 


Leber 


Niere 
Leber 
Niere 
Leber 
Niere 


Leber 


Niere 
Leber 


Vor- 
behandlung 


24" in NR 


frisch 
5hin NR 
265 . NR 
2:5 NR 


frisch 
lhin NR 
245 NR 


3h, NR 
45 NR 


frisch 
2bhin NR 
23h NR 
24h NR 
71» NR 


265 in NR 
28h . NR 


4h NR 
5b J NR 
275 .NR 
29h . HR 


6h NR 
7h SNR 
28h , NN 
31h J NR 
53h NR 


frisech 
5hinNR 
24h NR 
29h NR 
48h ~NR 
506. NR 


frisch 
lhinNR 


Vo, in NR 4 


folgender Konzentrationen 


m 50 m100) m 200) m/500 m/1000 m/2000 


6.6 6.5 


14.8 13,4 


59 5,7 
24,2 

7,1 5,7 
15.1 14,1 


5.6 6.1 
5.06 


16,65 
6.4 


10.5 94 
3,8 | 3,2 
4,0 

11,7 


2,55 


99 |10,2 
8,6 | 5,7 
11,6 12,4 
43 | 4,4 
6.8 | 7,2 
2,9 3,1 


9.2 
49 
10,2 
40 28 
1,54 
11,6 
6,7 6.5 
154 128 
49 4,7 
15,1 13,8 
40 32 
8.85 8,0 
42 45 


2.85 


12,0 


5.66 


18,4 
5,4 


11,7 


| 4,1 


5.9 
3,0 


8.6 
5,8 
11,2 
3,0 
9.8 
a0 


7,0 
4,1 
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Tabelle 


Vail. 


EinfluB von Leucin auf die Atmung von 


bei pr 


7,4. 


Nieren und Lebergewebe 





Ratte Nr. 7, 
11. VII. 1931 


Ratte Nr. 8 


Ratte Nr. 9 


Meer- 


schweinchen 


Nr. 43 


Meer- 


schweinchen 


Nr. 4 


Kaninchen 


Nr. 18 


Vergleich der 


Organ 


Leber 


Niere 
Leber 
Niere 
Leber 
Niere 
Leber 
nn 
Niere 
Leber 


Niere 
Leber 
Leber 
Niere 
Leber 
Niere 
Niere 
Leber 
Niere 
Leber 


Vor- 
behandlung 


24h j 


1h 
83h 
Ipoh 
27h ] 
fris . 
14 | 
24h 
frise 
Qh j 
23h 
24h 
7ih 


frisch 
1h in N 


ZAZA SA ZA, 


Qo, 
in NR 


10,85 10,7 
54 56 
11,2 
8.7 3.85 

11,8 11,9 
5,0 5,45 
4,1 


9, 
3 


9,3 
3,3 


4 
2 


o 


2.6 
¥ 
49 50 
11,8 11,9 
3,8 3,85 
11,0 


Tabelle IX. 


siure bei pu 


Atmungsbeeinflussung von Leber 
7,4. 


Yo, in NR + Leucin folgender 


Konzentrationen 


m 50 m 100 ™m)/ 200 m/500 


52 


< 


13,3 
5,6 
16,4 
4,4 
14,2 
5,5 


4,0 


— 


Pro wees 


or 


- 


Dee seit 


2s 
= & 


—too 


und Niere durch Asparagin- 





Ratte Nr. 8, 
13. VII. 1931 


Ratte Nr. 9 


Meer- 


schweinchen 


Nr. 43 


haninchen 


Nr. 18 


Organ 


Niere 
Leber 
Leber 
Leber 
Niere 
Leber 


Q6h j 


Niere | 


Leber 
Niere 
Leber 


Vor- 
behandlung 


ZA 
ao 


29h 
24h 
23h 
24h 
70h 

6h 

7h 
28h 
29h 


_— 
“~~ 


3 


ZAAAL ALA A 


3 


$ 


i i ae 
ome oe ow ow 


“ow 


Yo, 
in NR 


Vo, in NR + Asparaginsiure 
folgender Konzentrationen 


- 50 m 100 m/200)) m 500 
12.5 
445 4,16 


3,9 4,36 


2,9 2,9 
12,2 | 12,4 
1,23 1,55 


99 10.0 
4.6 3.95 
9.3 
3.57: 3.9 2.4 
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40 B. Kisch: 


Vergleich zum Nierengewebe meist refraktar zeigt, daB aber an gealtertem 
Lebergewebe Phenylalanin auch bei Ratte und Meerschweinchen stark 


atmungssteigernd wirksam sein kann. 

Weiter ergibt sich aus unseren Tabellen, da nicht nur verschiedene 
Organe desselben Tieres sich gegen den EinfluB derselben Amiinoséure 
verschieden verhalten, sondern das dies in sehr hohem MaBe auch bei dem- 
selben Organ von verschiedenen Tierarten der Fall ist. Man sieht z. B.., 
da®8 die Atmung auch frischer Katzenleber durch Phenylalanin deutlich 
gesteigert werden kann. Katzenleber wird auch durch Glutaminsaure 
stark atmungssteigernd beeinfluBt. Es verhalten sich also verschiedene 
Tierarten hierin anscheinend typisch verschieden, und es miissen weitere 
Untersuchungen erst im Genaueren lehren, inwieweit die Besonderheit 
des Verhaltens der Leber im Einzelfall von dem in ibr = gespeicherten 
Reservematerial abhangt. Jedenfalls mu8 in Zukunft bei Fragen nach der 
Wirkung einer Aminosaéure auf den Sauerstoffverbrauch des Gesamt- 
organismus viel mehr als bisher darauf Riicksicht genommen werden, dal 
die einzelnen Organe sehr verschieden reagieren, ebenso das gleiche Organ 
verschiedener Tierarten, und da®B es auBerordentlich gewagt ist, aus der 
Wirkung einer bestimmten Aminosaure auf die Atmung einer bestimmten 
(rewebsart bei einer bestimmten Tierart allgemeine Riickschltisse auf die 
Rolle dieser Aminosiuren bei der spezifisch-dynamischen EiweiBwirkung 
zu ziehen. 

Fir solche Fragen wird man festhalten miissen, dab die Rolle 
einer Aminosaure fiir die spezifisch dynamische EiweiBwirkung grund- 
sitzlich zweierlei Art sein kann. Erstens kann die Gewebsatmung unter 
Kinwirkung auch kleinster Mengen dieser Aminosiure unmittelbar 
gesteigert werden; hierfiir ist nach unseren Erfahrungen das Glykokoll, 
Alanin und Phenylalanin ein gutes Beispiel. Dab es auch bei dieser 
Art Wirkung auBer auf die Gewebsart ganz wesentlich auf den jeweiligen 
bioenergetischen Zustand des beeinfluBten Gewebes ankommt, lehren 
unsere Versuche an gealtertem Gewebe und noch nicht abgeschlossene 
Versuche, aus denen eindeutig hervorgeht, daB die H-lonenkonzentration 
einen ganz wesentlichen EinfluB auf die Atmungssteigerung des Gewebes 
durch Aminosiuren hat. Die atmungssteigernde Wirkung von Alanin 
und Phenylalanin an Nierengewebe ist z. B. bei px 6,9 wesentlich 
schwacher als bei py 7,4 oder 8,0. Hiertiber und iiber die Reaktion 
anderer als der bisher untersuchten Gewebe wird demnachst mehr 
berichtet werden. 


Die Rolle der Aminosaure bei der spezifisch-dynamischen Wirkung 
am Gesamtorganismus kann aber auch eine indirekte sein, indem die 
Funktion gerade solcher Organe, die Oxydationsprozesse beeinflussende 
Hormone liefern, durch bestimmte Aminosaiuren gerade besonders 
gesteigert werden kénnte. Schon aus diesem Gedankengang ergibt sich 
die Notwendigkeit, die Wirkung der Aminosiuren vergleichend an 
moéglichst vielen Organen desselben Tieres zu untersuchen. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosauren. II. 41 


Dab die Niere gerade durch Alanin, Phenylalanin und andere 
Aminosduren deutlich atmungssteigernd beeinflubt wird, gewinnt 
nicht nur vom Gesichtspunkt der Beeinflussung der Nierenfunktion 
durch Aminosauren ein besonderes Interesse, sondern auch vom Stand- 
punkt der spezifisch-dynamischen Wirkung, wenn man bedenkt, dafi 
der Sauerstoffverbrauch der Niere beim Hund, trotzdem sie im Durch- 
schnitt nur '/)3, des Kérpergewichts darstellt, etwa '/,, des Gesamt- 
sauerstoffverbrauchs des Organismus ausmacht!, und den Gaswechsel 
des Skelettmuskels um etwa das Siebenfache tbertrifft®. 


Tabelle XJ. 


Mittlere Atmungssteigerung in Prozenten* bei py 7,4 der Nahrlésung. 





Niere Leber 
Aminosiéure — pean 
frisch gealtert frisch** gealtert 
Glykokoll Ms. 0-20 Ktz. 30, Ms. 15-30, Ktz. 10, Ms.9 
R. 20-40 
Alanin Ms. 0-25, H. 10-50, Ms. 20-100, Ms. 25, R. 100 
R. 25 R. 40-600, Ktz. 15-350, 


s. 50-300 


Phenylalanin  Ms.15, R.30, | MS. 20-100, 8. 60-120, R.0-15, — R. 15-100, 


Ktz. 15 R. 80-150, Ktz.15-60  Ktz.30 MS. 30-80, 
Kn. 30, 
Ktz. 20-40 
Tyrosin Ms. 0 H. 15, Ms. 10-20, 8. 15, 
R. 25, Ktz. 15, R. 25 
Leucin R. 20-25, 8.30 8. 20-100, H.15-40, R.0,MS.0 MS., Kn. 
Ms. 15, R. 20-40, Kn. 15 R. 0*** 
Asparaginsaure MS. 10, S. 20-50, H. 15-20, R. 0, 
R. 8-25 Ms. 20-25, R. 10-20 Ms. 0-25 
Asparagin S. 30, H. 15-25, R. 20, 
Ktz. 15-25 
Glutaminsiure Ms. 0, S. 25-30, Kn. 30, MS. 0, MS. 0, 
Ktz. etwa 15, Ms. 0-30, R. 15-30, Ktz.15  =Ktz. 30-100 
R. 20 Ktz. 15 


* Fiir diese Statistik sind alle (auch bisher nicht veréffentlichten) Versuche verwertet. 
** Frisch entnommen bis 1 Stunde nach Entnahme untersucht. 
*** In einem Falle 20 °/9, 
Zusammenfassung der Ergebnisse. 
Nierengewebe von Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze, 
Hund und Schwein zeigt, mit der Warburgschen Methode in Ringer- 
lésung, deren py 7,4 betrug, untersucht, eine Atmungssteigerung auf 


' Vgl. R. Metzner in Nagels Handb. 2, 288. 
2 Literatur s. Ph. Ellinger, Handb. d. norm. u. pathol. Phys. 4, 239, 


1919. 
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Zusatz von Phenylalanin, Tyrosin, Leucin; Asparaginséure, Asparagin 
und Glutaminsaure. 

Frisch entnommenes Gewebe zeigt die Atmungssteigerung viel 
weniger deutlich als gealtertes Gewebe, woraus hervorgeht, daB der 
bicenergetische Zustand des Gewebes ebenso bedeutsam fiir das Zu- 
standekommen der Atmungssteigerung ist wie die Art des zugesetzten 
atmungssteigernden Stoffes. 

Rattenniere eignet sich besonders gut zu den Versuchen, da die 
Atmungssteigerung bei ihr besonders hochgradig ist. 

Die Atmungssteigerung wurde am intensivsten durch Phenylalanin, 
schwacher durch die anderen untersuchten Aminosauren bedingt. 

Optimale Konzentrationen waren fiir Phenylalanin, Leucin, 
Asparagin meist m/50 bis m/100, fiir Asparaginséure und Glutamin- 
sdure m/100 bis m/500. Tyrosin wirkte am starksten in der maximalen 
angewendeten Konzentration m/200. 

Mit Leucin, Asparaginsiure, Glutaminsaure und Phenylalanin 
wurden vergleichende Versuche an Leber und Niere der gleichen Tiere 
ausgefiihrt. 

An der frischen Leber riefen diese Stoffe, auch wenn sie an der 
gleich vorbehandelten Niere des gleichen Tieres deutliche Atem- 
steigerungen hervorriefen, keine oder nur geringere Wirkungen bei 
Ratten und Meerschweinchen hervor, wahrend sie an der Leber der 
Katze prozentual nicht schwichere Atmungssteigerungen hervorriefen 
als an der Katzenniere. 

Dieselbe Aminoséiure kann also an verschiedenen Organen des 
gleichen Tieres und am gleichen Organ verschiedener Tierarten be- 
ziglich der Atmungssteigerung sehr verschieden wirksam sein. Auch 
bei der gleichen Tierart zeigen sich individuelle Unterschiede. 

Es wurde wiederholt beobachtet, daB die Atmungssteigerung 
durch Aminoséurenzufuhr bei gealtertem Nierengewebe nicht nur 


relativ, sondern auch absolut hochgradiger war als bei frischem. 
Gealtertes Lebergewebe zeigt auch bei Ratte und Meerschweinchen 
meist deutliche Atmungssteigerung nach Zufuhr von Phenylalanin, 
nicht oder nur andeutungsweise nach Zufuhr von Leucin, Asparagin- 
siure und Glutaminsaure. 
Auf Grund der Versuche wird auf die doppelte Art méglicher Be- 
ziehungen der Aminoséuren zu der spezifisch-dynamischen Eiweib- 


wirkung hingewiesen. 











Bestimmung des echten Blutzuckers ohne Hefe. 


Von 
Akiji Fujita und Danzo Iwatake. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio.) 


(Eingegangen am 22. August 1931.) 


Es gibt dreierlei Prinzipien zur Bestimmung des echten Blutzuckers. 
Das erste Prinzip besteht darin, dab man den Blutzucker durch Hefe 
vergart, die Restreduktion bestimmt und durch Subtraktion derselben 
von der Gesamtreduktion den echten Blutzuckerwert erhalt, wie 
bei Hiller, Linder und van Slyke!, Folin und Svedberg*, Somogyi*, 
Benedict* usw. Das zweite Prinzip ist das, daB man durch Zusatz 
verschiedener Substanzen das Reduktionsvermégen der Nichtzucker- 
reduktionssubstanzen mdglichst hemmt, so das innerhalb der be- 
stimmten Kochdauer hauptsachlich nur die Glucose reduzierend wirkt, 
wie bei Benedict*. Das dritte Prinzip besteht darin, daB man aus dem 
Blutfiltrat méglichst viele Nichtzucker-reduktionssubstanzen beseitigt, 
wie bei Somogyi®, West, Peterson und Scharles® usw. 

Das erste Prinzip ist trotz der ziemlichen Umstandlichkeit eine 
sichere Methode. Bei dieser Methode bekommt man aber, wie unten 
gezeigt wird, nicht immer richtige Werte, sondern etwas zu niedrige 
Werte, wenn das Blutfiltrat viele Nichtzucker-reduktionssubstanzen 
enthalt. Da das Folin-Wu-Filtrat immer eine bedeutende Menge solcher 
Substanzen enthalt, ist das Somogyi-Filtrat fiir diese Methode vorzu- 
ziehen. Das zweite Prinzip ist zwar einigermaBen brauchbar, aber bei 
ziemlich groBer Restreduktion zeigt auch diese Methode keine richtigen 
Werte. Von den Methoden nach dem dritten Prinzip ist die von Somogyi 
die beste. Nach unseren Erfahrungen gibt diese Methode aber nur dann 
richtige Werte, wenn man bei der Bestimmung die Cuprimethode 


! Hiller, Linder u. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 64, 625, 1925. 

2 Folin u. Svedberg, ebendaselbst 70, 405, 1926. 

3 Somogyi, ebendaselbst 78, 117, 1928. 

4 Benedict, ebendaselbst 76, 457, 1928. 

® Somogyi, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 26, 353, 1929; Journ. of biol. 
Chem. 70, 599, 1926; 86, 655, 1930. 

& West, Peterson u. Scharles, Proc. Exp. Biol. Med. 26, 351, 1929. 
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des Autors anwendet. Das Somogyische Zinkfiltrat enthalt, wie er 
angibt, sehr wenig Harnséure, aber das Glutathion wird im Gegensatz 
zu seiner Angabe noch nicht vollig beseitigt. Infolgedessen zeigt das 
Filtrat bei der Ferrimethode immer 5 bis 10, manchmal sogar 15 mg-°,, 
Restreduktion, denn das Reduktionsvermégen der Nichtzucker-reduk- 
tionssubstanzen ist, wie unten gezeigt wird, bei der Ferrimethode viel 
groBer als bei der Cuprimethode. Die mittels Quecksilber nach West, 
Peterson und Scharles enteiweibte Lésung zeigt noch gréBere Rest- 
reduktion als bei Somogyi. Die Methode von Hagedorn und Jensen! 
zeigt Zuckerwerte, die immer 10 bis 20 mg-°,, héher sind? als die 
richtigen. Die letztgenannten Autoren® haben als Restreduktions- 
substanzen nur Kreatinin und Harnsdure beriicksichtigt, aber nicht 
das Glutathion*. Die Hauptmenge der Restreduktionssubstanzen bildet 
aber, wie unten bewiesen wird und wie Somogyi schon langst an- 
genommen hat, Glutathion, wihrend Harnséure und Kreatinin nur 
eine unbedeutende Rolle spielen. Die Restreduktion ist bei dem Folin- 
Wu-Filtrat sehr groB, es enthalt ungefahr 90°, und mehr des ganzen 
Blutglutathions, wahrend im Filtrat nach Hagedorn-Jensen viel weniger 
(etwa 30°,), nach Somogyi noch weniger (etwa 20 bis 30°.) enthalten 
ist. Ganz frei vom Glutathion ist aber auch das Somogyi-Filtrat nicht. 
Die EnteiweiBung durch Cu, Fe und Hg ist von Somogyi® vielfach 
untersucht, ohne dabei jedoch noch bessere Filtrate als durch Zn be- 
kommen zu kénnen. Auch wir haben das Zn-Filtrat unter ver- 
schiedenen Bedingungen untersucht, aber wir konnten keine besseren 
Filtrate als das von Somogyi bekommen, wenn wir auch ein ebenso 
gutes Filtrat unter anderen Bedingungen herstellen konnten. Die 
Hg-Filtrate von Bierry und Moquet®, sowie von Haned’? sind auch 
keineswegs besser als das Somogyische. Wir haben deshalb andere 
Metalle untersucht und kamen schlieBlich auf das Cadmium. Das 
durch die im folgenden beschriebene Anordnung hergestellte Filtrat 
enthailt weder Harnsaéure, Glutathion noch Ergothionein, und das 
Filtrat wird selbst nach Zusatz der maximalen Menge der genannten 
Stoffe zum Blut, die bisher in pathologischen Fallen gefunden wurde, 
vollkommen davon befreit. Bei der Hefegirung zeigt das Filtrat 
praktisch keine Restreduktion, folglich zeigen die bisher angegebenen 


' Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 

2 Nach Kramer u. Steiner (Biochem. Journ. 25, 161, 1931) sogar 20 
30 (!) mg-°,, Restreduktion. 

% Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 137, 92, 1923. 

* Darunter verstehen wir im folgenden immer reduziertes Glutathion. 
5 Somogyi, Journ. of biol. Chem. 87, XXXII, 1931; 90, 725, 1931. 

® Biery u. Moquet, C. r. Soe. Biol. 40, 1316, 1924. 

7 Haned, Journ. of biol. Chem. 65, 655, 1925. 
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verschiedenen Blutzuckerbestimmungsmethoden mit diesem Filtrat 
ohne weiteres die richtigen Zuckerwerte. Ob man dabei Jodometrie, 
Kolorimetrie oder Manometrie anwendet, ist dem Geschmack jedes 
Forschers zu iiberlassen. Unter den beiden jodometrischen Bestim- 
mungen, namlich Cupri- und Ferri-methode, hat im allgemeinen die 
erste den Vorteil, daB bei der letzten Methode das Reduktions- 
vermégen der Nichtzucker-reduktionssubstanzen viel kleiner als bei 
der Ferrimethode ist, was aber beim Gebrauch des neuen Filtrats 
nicht mehr in Frage kommt. Als Nachteile der Cuprimethode nennen 
wir die leichte Reoxydierbarkeit des einmal reduzierten Kupfers. 
Infolgedessen ist sie fiir Serienuntersuchungen nicht geeignet. Wenn man 
die Konzentration des Kupfers und des Zuckers vermindert, wird das 
Kupfer nicht mehr vom Zucker reduziert, deshalb ist es fiir die Mikro- 
bestimmung nicht geeignet. Fiir die von uns! beschriebene mano- 
metrische Blutzuckerbestimmung ist auch dieses Filtrat anzuwenden. 
Die Ausfiihrung, Rechnung usw. sind nicht zu andern. 

Bei der Ferrimethode ist, wie schon beschrieben, der Gebrauch 
von Phosphatpuffer (px ll) statt Carbonat deshalb angenehmer, 
weil die Reduktion des Ferricyankaliums vom pq kaum abhingig und 
die Menge des reduzierten Ferricyankaliums immer der Glucosemenge 


genau proportional ist. AuBerdem ist nach unserer Anordnung die Titer- 
anderung des Ferricyankaliums fiir die Bestimmung ganz belanglos. Die 


Methode kann fiir die Untersuchung anderer Fliissigkeiten auBer Blut 
ohne besondere Riicksicht angewendet werden. Im folgenden werden 
verschiedene jodometrische Bestimmungsmethoden mittels —Ferri- 
eyankalium in Phosphatpuffer beschrieben. 


Erforderliche Reagenzien. 
A. EnteiweiBungsreagenzien. 
1. Reagens [. Cadmiumsulfat (Kahlbaum, zur As-Bestimmung) 13 g, 
n H,SO, 63,5 cem, destilliertes Wasser auf | Liter. 
2. Reagens II. 1.1m NaOu. 


B. Reagenzien fiir Jodometrie. 


1. Reagens A. K,Fe(CN), 0,164¢, K,HPO, 140g, K,PO, 4.2 ¢, 
destilliertes Wasser auf 100.0 cem. 

Die Abwagung braucht nicht sehr exakt zu sein. Man bewahrt das 
Reagens in einer braunen Flasche auf. 

2. Reagens B. KJ 2.5 g, ZnSO, . 7 H,O 5,0 g, NaCl 25.0 g, destilliertes 
Wasser auf 100.0 cem. 

Dieses Reagens ist dasselbe wie bei Hagedorn-Jensen. KJ scheidet 
sehr leicht Jod ab. Daher ist es ratsam, das Reagens ohne KJ herzustellen 
und vor dem Versuch die erforderliche K.J-Menge frisch hinzuzufiigen. 


1 Fujita u. Okamoto, diese Zeitschr. 225, 368, 1930. 
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3. Reagens C. Konzentrierte HCl (Merck, spez. Gew. 1,19) 1 Volumen 
destilliertes Wasser 5 Volumen. 

AuBerdem brauchen wir, wie bei der Methode von Hagedorn und Jensen, 
n/200 Natriumthiosulfat- und Starkelésung. Der Titer des Thiosulfats 
wird taglich bestimmt. 

Ausfiihrung. 


A. Makromethode. 


a) Enteiweifung. In 8,0cem Reagens I wird 1,0 ccm Blut hinein- 
pipettiert, die Pipette zweimal ausgespiilt. Die | liissigkeit wird gemischt 
und einige Zeit stehengelassen, bis sie dunkelbraun wird. Zu diesem Gemisch 
wird 1,0cem Reagens II zugesetzt und durch Schiitteln gut gemischt. 
Durch Entstehung des Niederschlags von Cd(OH), wird die f liissigkeit 
anfangs sehr dick, aber durch Schiitteln wird sie allmahlich diinnfliissig 
und zeigt eine griinlich-braunlich graue Farbe. Nach dem Zentrifugieren 
(5 bis 10 Minuten) wird die ganz wasserklare, eiweiBfreie Fliissigkeit 
durch ein eisenfreies Filter filtriert. So erhalt man das zehnfach verdiinnte 
Blutfiltrat. 

b) Reduktion. In Erlenmeyerkolben von 100 cem Inhalt wird 5,0 cem 
Blutfiltrat und 10,0cem Reagens A getan, gemischt und in kochendes 
Wasser ungefihr 15 Minuten eingetaucht, dann herausgenommen und 
abgekihlt. Zu dieser Fliissigkeit wird 3cem Reagens B und 10 ccm 
Reagens C zugesetzt und mit n/200 Thiosulfatlésung, aus der Makrobiirette 
und mit Starke als Indikator, titriert. Derselbe Versuch wird statt mit 
Blut mit destilliertem Wasser ausgefiihrt. 

c) Rechnung. Der Thiosulfatverbrauch beim Blindversuch sei X cem, 
derjenige beim Hauptversuch 2cem. Die Zuckermenge Z mg in 100 ccm 
Blut wird durch folgende Formel berechnet: Z = 30,1 (X 2). 


B. Mikromethode. 
I. Erste Methode. 

a) Enteiweihung. Genau so wie bei der Makromethode. 

b) Reduktion. Zu 1,0 cem Ff iltrat wird 2,0 cem Reagens A, 10 ccm destil- 
liertes Wasser zugesetzt, gemischt (in runden Praparatenglasern 30 .90mm 
wie bei Hagedorn-Jensen) und ins kochende Wasserbad ungefahr 15 Minuten 
lang eingetaucht. Nach dem Abkiihlen werden 3 ccm Reagens B und 2 ccm 
Reagens C zugesetzt und mit Thiosulfat (Mikrobiirette) titriert. 

c) Rechnung. Wenn dieselben Bezeichnungen wie bei der Makromethode 
benutzt werden, so ist der Zuckerwert durch folgende Formel zu berechnen : 
Z 174(X x). 

Il. Zweite Methode. 

a) EnteiweiBung.  Ausgefiihrt wie bei Hagedorn-Jensen. 4,0 ccm 
Reagens I werden in ein Praparatenglas (15.150mm) gebracht. Man 
setzt 0,lcem Blut mit der Kapillarpipette quantitativ zu. Mit der 
Fliissigkeit wird die Pipette zweimal ausgespiilt. Die Fliissigkeit wird gut 
gemischt und einige Zeit stehengelassen, bis sie rétlich-braune Farbe zeigt. 
0,5 cem Reagens II werden zugesetzt. Die Fliissigkeit wird durch Schiitteln 
griindlich gemischt und 3 Minuten lang in ein kochendes Wasserbad gebracht. 
EiweiB scheidet dabei als grobes Koagulum aus der absolut klaren, eiweil- 
freien Lésung aus, welches mit méglichst kleinem, aschefreiem Filter (Durch- 
messer ungefahr 47 mm) durch einen kleinen Glastrichter (ungefahr 40 mm 
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weit) in ein Praparatenglas (30.90 mm) hineinfiltriert- wird, zweimal wird 
mit 3cem Wasser nachgewaschen. 

b) Reduktion. Zum Filtrat wurden 3ccm Reagens B und 2 cem 
Reagens © zugesetzt und mit Thiosulfat titriert. Sonst ist alles genau 
dasselbe wie bei der ersten Methode. 


Ill. Dritte Methode. 


a) Enteiweifung. Ausfiihrung nach der Methode von Bang. Von dem 
aschefreien Filter von Schleicher und Schill Nr. 590 werden Stiicke von 
16.26mm geschnitten. Ein Stiick wird mit ungefahr 3 Tropfen Blut 
getrankt und die Blutmenge w mg mit der Torsionswaage bestimmt. Man 
bringt es in ein Priparatenglas (15 . 150 mm) mit 4,0 cem Reagens 1, mischt 
und lé8t einige Zeit stehen. 0.5 cem Reagens II werden zugesetzt. 
Nach tiichtigem Schiitteln wird das Gemisch 3 Minuten lang in ein kochendes 
Wasserbad eingetaucht, filtriert und zweimal mit 3ccem destilliertem 
Wasser nachgewaschen. Weiter genau ebenso wie bei der zweiten Methode. 

c) Rechnung. Wenn dieselben Bezeichnungen benutzt werden, wird 

) 
der Zuckergehalt durch folgende Formel berechnet: 7 174(X x) “ =a 


uw 
Versuchsbeispiel. 

1. Titerbestimmung. 10,6 cem n/200 Jodatlésung entsprechen 9,60 cem 
Thiosulfatlésung. Also Titer des Thiosulfats: 7,042. 

2. Makromethode. Blindversuch (unkorrigiert) X ccm, Hauptversuch 
(unkorrigiert) «ccm; es wurde gefunden: XY = 8,40, 2 4.50, Z 30,1 
(8,40 — 4,50) 1,042 = 123.0 mg-°,. 

3. Mikromethode. I. Erste Methode: ; 

X = 1,740, z = 1,055, Z 174 (1,740 1,055) 1,042 123,5 mg-%. 

Il. Zweite Methode: 

a = 4,770, & 1,025, Z = 174(1,710 1,025) 1,042 123,5 mq-°... 

Ill. Dritte Methode: 

X = 1,710. x 0,990, w = 106, 


a “ 0 a , 100 
Z 174 (1.710 — 0,990) 1,042 - 106 


123,0 mq-°,,. 


Experimentelles. 
1. Wiederfinden des zugesetzten Zuckers. 

Wenn unsere Methode richtig ist, so muB die zugesetzte Glucose 
vollkommen wiedergefunden werden. Um uns davon zu iiberzeugen, 
haben wir dem Blut verschiedener Tiere verschiedene Mengen Glucose 
zugesetzt. Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Wie ersichtlich, wurde der zugesetzte Zucker innerhalb der Fehler- 
grenze der Messung vollkommen genau wiedergefunden. 

Zugesetzt war Saccharum amylaceum puriss. anhydricum (Merck), 


der Zucker wurde aus absolutem Alkohol umkristallisiert!, bei 70°C im 
Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Schmelzpunkt: 148°C. 


' Dargestellt nach Otto, Journ. f. prakt. Chem. (2) 26, 92, 1882. 
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Tabelle I. 





_Gefundene Zugesetzte Glukosemenge mg-°/ Fehle 
Art der Tiere Zuckerwerte |- wnaeanbi - ehler 
mg-°/» berechnet gefunden 


82 0 Tes 
182 100 100 
| 280 200 198 
384* 300 302 
117 0 = . 
Menschen - - « fs | 217 100 100 0 
ba | 317* 200 200 0 


Kaninchen 


415* 300 298 ms 


181 0 _ —- 
280 100 99 —1 
383* 200 202 1 
479* 300 298 — 0,7 


* Beim Versuch wurde das Filtrat zweimal verdiinnt. 


Huhn - 


yf 


Nach dreistiindigem Eintauchen in das kochende Wasserbad, um 
die Mutarotation zu _ beseitigen, zeigte 5 g/dl-Lésung im 20-cm-Rohr 
[«]3? — 52,70° (theoretisch: [«]7) = 52,63°). Nach Verbrennung von 1 g 
Substanz bleibt keine wagbare Asche. 


2. Verteilung der reduzierenden Substanzen in verschiedenen enteiweipten 
Blut filtraten. 

Im Filtrat nach Folin-Wu (W), nach Somogyi (Zn) und nach unserer 
Methode (Cd) wurde Kreatin, Kreatinin, Harnsiure und Glutathion 
bestimmt. Die Resultate finden sich in Tabelle Il. In der Tabelle ist 
der Bequemlichkeit halber der Gehalt der Substanzen in Milligramm 
in 100cem Blut ausgedriickt. Der wirkliche Gehalt im Filtrat ist also 


1 arse > 
19 derselben. Tabelle 11. 





Art der _Gehalt de r reduzierenden Substanzen 
Art der Tiere ee Le one eeee 
Substanzen Ww Zn Cd 


Kreatin 
Kreatinin 
Harnsiure 
Glutathion 


Kaninchen 


5,0 
1,1 
~ 0,3 
3.5 


ale ESP on 
wnwn ore w 


~ 
~~ 


ro 


Kreatin 
Kreatinin 


| 

| 

| Krent 

| Harnsaure 
| 


Huhn - 


Se 


~ 
~ 


0 


=> 

SY 
~ 
_— 


Glutathion 


Kreatin 
Kreatinin 
Harnsaure 
Glutathion 


ce et Rr) 


0,9 


Schwein 0 


~ 
~ 0 


8 

4 

4 

4 

9 3,6 
0 

4 

8 


| 
0 
“15. 
3, 
1 
~ 0 
0 


gine Rg 


1 


Kreatin und Kreatinin wurden nach Folin und Wu! bestimmt, der 
Kreatingehalt wurde so berechnet, daB vom Gesamtkreatiningehalt der 


1 Folin u. Wu, Journ. of biol. Chem. 38, 81, 1919. 
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Kreatiningehalt abgezogen und mit 1,16 multipliziert wurde. Harnséure 
wurde nach der verbesserten Methode von Folin! bestimmt. Glutathion 
wurde nach Tunniclijfe-Perlzweig-Delure* bestimmt, mit Beriicksichtigung 
des Einflusses von px (King, Baumgartner und Page*) war die Bestimmung 
immer in Lésung mit der Endkonzentration von 10°, Trichloressig- 
saure ausgefiihrt. Glutathion ist als Tripeptid berechnet, indem | cem 
n/200 Jod 1,535 mg Glutathion entspricht. Alle jodbindenden Substanzen 
wurden als Glutathion berechnet. Das bei der Bestimmung von Glutathion 
gleichzeitig mitbestimmte Ergothionein ist dabei nicht beriicksichtigt, 
weil die Diazoreaktion von Hunter* in den genannten drei Filtraten voll- 
kommen negativ oder héchstens zweifelhaft war. 

Aus der Tabelle ist deutlich zu ersehen dab das Folin-Wu-Filtrat 
am meisten Restreduktionssubstanzen enthalt, das Somogyi-Filtrat 
bedeutend weniger; es ist aber noch nicht vollkommen frei davon, 
wihrend in unserem Filtrat die Hauptmenge derselben schon 
beseitigt ist. 


3. Vergleich der Restreduktion von verschiedenen Blutfiltraten. 
Durch Bestimmung der Gesamt- sowie Restreduktion der drei 
genannten Filtrate mittels Hefe haben wir die echten Blutzuckerwerte 
berechnet mit den Resultaten von Tabelle UI. Alle Zahlen in der Tabelle 
sind in Milligranim Glucoseiquivalenten pro 100ccm Blut ausgedriickt. 


Tabelle III. 





Art der Tiere Enteiweifiung been sel Restreduktion om 
| W 96 80 66 
Mensch Zn 75 8 67 
| Cd 68 0 68 
| W 70 22 43 
Schwein Zn 53 6 47 
| Cd 48 1 47 
| W 101 27 74 
Kaninchen Zn 83 7 76 
Cd 77 0 77 
| W 308 41 267 
Huhn - Zu 288 i] 279 
| Cd 282 i 281 


Man sieht aus der Tabelle, daB die mittels der Hefemethode be- 
stimmten echten Zuckerwerte in den drei genannten Viltraten ziemlich 


1 Folin, Journ. of biol. Chem. 86, 179, 1930. 

2 Perlzweig u. Delure, Biochem. Journ. 21, 1416, 1927. 

3 King, Baumgartner u. Page, diese Zeitschr. 217, 389, 1930. 
4 Hunter, Biochem. Journ. 22, 4, 1928. 
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gut ubereinanderstimmen, wobei das Folin-Wu-Filtrat immer die gréBte 
testreduktion zeigt, dann folgt das Somogyi-Filtrat, wahrend unser 
Filtrat praktisch Null ergibt. Folglich zeigen die gemessenen Werte ohne 
weiteres die echten Zuckerwerte. Wenn man die echten Zuckerwerte 
der verschiedenen Filtrate vergleicht, so sieht man, daB die Werte 
nach Folin-Wu immer kleiner sind als die nach Somogyi. Bei groBer 
testreduktion, wie beim Huhn, ist der Unterschied deutlicher. Um uns 
davon zu tiberzeugen, haben wir bei zwei Hiihnern den echten Zucker- 
wert vom Folin-Wu-Filtrat nach der Hefemethode und in unserem 
Cd-Filtrat bestimmt und gleichzeitig im Trichloressigsiureextrakt 
den Glutathiongehalt des ganzen Blutes gemessen, mit den Resultaten 
von Tabelle IV. Alle Zahlen in der Tabelle sind in Milligramm pro 
100 com Blut ausgedrickt. 
Tabelle 1V. 





Echter Zuckerwert Glutathion 
Zuckerwert bei Cd-Ferri im Blut 


Gesamt- 
reduktion 


185 42 (143) 163 61 
223 52 (171) 195 71 


cae 


Restreduktion 


Es ist also sicher, daB in diesem Falle der Zuckerwert bei der Hefe- 
methode kleiner ist als der richtige Wert. Auf den Grund kommen 
wir nachher noch zurick. 

Die von uns angewandte Hefemethode haben wir nach den Er- 
fahrungen bei unserer manometrischen Bestimmung! ausgearbeitet : 


Es wurde eine 18 bis 20 Stunden alte Reinkultur von Saké-Hefe. 
welche auf Koji-Agarnahrboden bei 28°C geziichtet war, benutzt. Von diesen 
Kulturen sind fiir einmalige Messung drei bis vier Schragen nétig. Dieselben 
wurden in ungefaéhr 30cem destillierterm Wasser suspendiert, in spitze 
Zentrifugenglaser (25.95 mm) getan, einige Sekunden zentrifugiert, die 
oberg Suspensionsfliissigkeit in andere Glaser hineinpipettiert. Dadurch 
wird die Fliissigkeit von groben Partikeln befreit. Man zentrifugiert dieselben 
weiter ungefahr 3 Minuten lang, gieBt die obenstehende Fliissigkeit ab, 
suspendiert nochmals in destilliertem Wasser gleichmaBig, zentrifugiert 
und gieBt die obenstehende Fliissigkeit ab. Dann suspendiert man wieder 
in ungefahr 30 cem destilliertem Wasser und laBt die Suspension im Wasser 
bad von 28° C ungefahr 30 Minuten lang. Man zentrifugiert. gieBt die oben- 
stehende Fliissigkeit ab und wascht zweimal mit destilliertem Wasser. 
Dann suspendiert man die Hefe in einer geeigneten Menge Wasser, mibt 
das Volumen mit dem Hamatokrit und stellt durch Verdiinnen mit Wasser 
eine ungefahr 1,5 Vol.-°,ige Hefesuspension her. 

Zu 5,0cem Blutfiltrat (1:10) setzt man 10cem Hefesuspension, 
mischt gleichmaBig und bel&Bt die Mischung im Wasserbad von 28°C 
30 Minuten lang. Man zentrifugiert und filtriert. Zu 3,0 ccm dieses Filtrats 
werden 2,0 cem Reagens A und 8 ccm destilliertes Wasser zugesetzt. Man 
bringt die Mischung fiir 15 Minuten in das kochende Wasserbad, kiihlt 
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ab, setzt 3cem Reagens B und 2 ccm Reagens © zu und titriert mit Thio 
sulfat. Die Berechnung ist dieselbe wie bei der zweiten Mikromethode. 
Zwei Kontrollversuche sind dabei nétig. Bei dem einen wird statt Blut 
destilliertes Wasser genommen und genau dieselbe Prozedur wie im Haupt 
versuch ausgefiihrt. Fiir die zweite Kontrolle wird statt Blutfiltrat 0,03 °ige 
Glucoselésung benutzt. Wenn die Versuchsbedingungen richtig sind, so 
zeigen die beiden Kontrollen dieselben Werte, ungefahr innerhalb 3 mg-'‘ 
Dadurch erkennt man, dais die Garung vollkommen und die Produktion 
von reduzierenden Substanzen aus Hefe unbedeutend war. Mit dem Wert 
der Kontrolle wird der Wert des Hauptversuchs korrigiert. Die Menge der 
Hefe kann man unter Umstanden beliebig andern, solange die letzt 
genannten Bedingungen erfillt werden. 


4. Reduktionsvermogen der verschiedenen reduzierenden Substanzen. 


Stellt man Lésungen von verschiedener Konzentration der ver- 
schiedenen reduzierenden Substanzen her und bestimmt nach unserer 
Ferrimethode jodometrisch das Reduktionsvermégen und vergleicht 
es mit dem der Glucose, so bekommt man die Resultate von Tabelle V. 


Tabelle V. 











——— Reduzierte Reduzierte Pletived 
Reduzierende Substanz ~ "a 1 ee por g Mittel Reduktions 
mg Thiosulfat) Substanz — 
0,064 0,060 0,938 
| 0.128 0,110 0,860 | 
Kreatin - + + =: - 0,192 0,155 0,808 OS78 154 
| 0,256 0,235 0.918 
0,320 0,278 0.869 
0.052 0,215 4,13 
0,104 0,430 4,14 
, we 0,156 0,640 4,10 > ror 
Kreatinin 0.208 0,865 4.16 4,16 _—_ 
0,260 1,065 4,10 
0,312 1,295 4.15 
0,028 0,090 3,22 
0,056 O177 3.17 
0.084 0.265 3,16 o an see 
Harnsaure - + - - 0112 0355 217 on oo 4 
0.149 0,442 3,16 
0,168 0.530 3,16 
0.05 0.230 4.60 80.4 
Glutathi { 0,10 0.385 3.85 | 664 
si aa itae | 0.20 0,668 3,34 | 57.6 
0,30 0,914 3.05 52.6 
0.05 0,285 5.70 
| 0,10 0.575 5.75 | 
: 0,15 0.870 5,80 — 
Glucose 020 1140 5,70 oer 10) 
| 0,25 1,430 5,72 | 
0.30 1.700 5.67 
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Von Kreatin, Kreatinin und Harnsiure wurden die Praparate 
von Merck ohne weiteres benutzt. Die Harnsaurelésung wurde durch 
Zusatz aquivalenter Mengen NaOH hergesteilt. Von Glutathion 
wurde das Praparat von Kastman Kodak Co. ohne weiteres benutzt. 

Aus dieser Tabelle sieht man, da die reduzierte Ferricyankalium- 
menge immer der angewandten Menge von Kreatin, Kreatinin oder 
Harnsaure wie bei Glucose proportional ist, aber beim Glutathion ist 
die Sache ganz anders. Je konzentrierter die Lésung ist, desto kleiner 
wird das relative Reduktionsvermégen. Ahnliche Versuche haben 
wir mit der Cuprimethode (Shaffer-Hartmann-Somogyi) ausgefiihrt. 
Die Resultate finden sich in Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





se Reduzierte Reduzierte 
enge za 5ecm = (Cupri-Menge Cupri-Menge 
eduzierende Subst: . - ® 
Reduzierende Substanz Lisung (cem n/200 pro Img 


mg Thiosulfat) Substanz 


Relatives 
Mittel Reduktions 
vermigen 


j 0,18 0.18 | 
Kreatin - +--+ > 0,33 O17 O17 
0,45 015 =| 


1,28 2.56 | 
Kreatinin - - - - . 2.50 2.50 


250 
3.70 2.46 
. 0,70 0,934 
Harnsaure - . 1,50 1.40 0,934 0,930 
2.08 0,924 
0.70 2.80 
: f 30 2.60 
Glutathion - - - ve 180 
2.25 1,50 
; 4,28 8.56 
Ginese «> >>; 8.63 8,52 8,56 
12.93 862 | 


Hier gilt auch das bei der Ferrimethode Gesagte. Das Reduktion: - 
vermégen des Glutathions wird relativ um so kleiner, je konzentrierte: 
die Lésung ist. FaBt man die Resultate von Tabelle V und VI zusammen. 
erhalt man Tabelle VII. 


Tabelle VII. 





Reduzierte Substanz Cupri 


2 
29 
11 
80 17—33 


Kreatin 

Kreatinin ee 
Harnsaure. .. . , 5! 
Glutathion. . .... 50- 
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te Wie ersichtlich, ist das Reduktionsvermégen der Nichtzucker- 
h reduktionssubstanzen bei der Ferrimethode bedeutend gréBer als bei 
n der Cuprimethode, infolgedessen liegen die Zuckerwerte bei der Cupri- 
t. methcde naher den richtigen Werten als bei der Ferrimethode. Je 
n- groBer die Restreduktion, desto deutlicher ist der Unterschied der beiden 
" Methoden. 

st 


5d. Vergleich der Gesamtmenge der Glucosedquivalente der Nichtzucker- 





Pr reduktions-substanzen mit der Restreduktion bet Anwendung der Hefemethode 
nh bei verschiedenen Filtraten. 

Wir haben in den drei Filtraten, namlich nach Folin-Wu, Somogyi 
und unserem Verfahren die reduzierenden Substanzen bestimmt und 
mit den Werten der Tabelle VII die Glucoseaquivalente berechnet. Die 
Summe der Aquivalente wurde mit der mittels der Hefemethode be- 
stimmten Restreduktion verglichen. Die Resultate sind in Tabelle VIII 

2. angefiihrt. Alle Zahlen sind in Milligramm Substanz pro 100 ccm Blut 
ausgedriickt. 
Tabelle VIII. 
a) Gehalt der reduzierenden Substanzen in Milligrammprozent ; 
b) Glucoseaquivalente derselben in Milligrammprozent. 
Filtrat ee Kreatin Kreatinin Harnsiure  Glutathion Summe yee ee nme 
1. Versuch mit Menschenblut. 
W a) 6.8 iZ 4.2 34.2 _- 
b) 1,0 0.9 2,3 27,4 31,6 30 
Zn a) 5.9 1,2 0,3 9 
b) 0,9 0,9 0,2 5,5 76 s 
Cd a) 5.9 1,2 0 0 —— 
b) 0.9 0.9 0 0 18 1 
2. Versuch mit Schweineblut. 
Ww a) 4,1 1,5 0.5 33,8 
b) 0,6 1,1 0,3 27,0 29.0 22 
Zn a) 3,8 1,2 0,5 11,9 
b) 0.6 0.9 0.3 95 11,3 6 
% Cd a) | 8,7 1,0 0 0 : 
“? b) 0.6 0.7 0 0 13 1 
3. Versuch mit Hiihnerblut. 
W a) 3,5 0.9 4.7 65.9 —_ 
b) 0.6 0,7 2.6 494* 533 41 
Zn a) 2,2 0,8 0.6 14,7 
b) 0,3 0,6 0,3 11,8 13,0 9 
Cd a) 5 0,8 0 0 
b) 0,3 0.6 0 0 09 0 


* Das Reduktionsvermigen des Glutathions wurde hier mit 75 eingesetzt, sonst mit 80 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, macht Glutathion den Hauptbetrag 
der Restreduktion aus, dagegen spielen Kreatin, Kreatinin und Harn- 
sdure eine sehr unbedeutende Rolle, und da unser Filtrat kein 
Glutathion und keine Harnsaure enthalt, ist seine Restreduktion kleiner 
als 2 mg-°,, liegt also innerhalb der Fehlergrenze der Messung. Der 
gemessene Wert zeigt also ohne weiteres den echten Blutzuckerwert. 


6. Versuch bei Zusatz der maximalen Menge reduzierender Substanzen, die bed 
pathologischen Zustdinden bisher gefunden wurde. 

Die maximale Menge reduzierender Substanzen, die bisher in 
pathologischen Zustanden gefunden wurde, wurde dem Kaninchen- 
blut einzeln zugesetzt, namlich 30 mg-°,, Kreatin, 35 mg-°,, Kreatinin, 
25 mg-°,, Harnséure, 84 mg-°,, Glutathion einschlieBlich Ergothionein; 
dann wurde mit der Hefemethode die Restreduktion bestimmt. Die 
Resultate sind in Tabelle 1X angefiihrt. 


Tabelle 1X. 





Zugesetzte Rest- 


Reduzierende Substanz Menge reduktion 


mg-° |» mg-° 


Rae ee 30 4 
Kreatinin . .... ae 35 20 
Harnsfure........ 25 0 

100 0 


Glutathion + Ergothionein* 84 0 
Gietethion. . ..«..-+ 200 0 


* Hiihnererythrocyten wurden hamolysiert, durch Hefegirung ‘von Zucker befreit und 
zum Blut in Menge von 84 mg-°/, als Glutathion zugesetzt. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB Glutathion und Harnsaure bei 
unserem Filtrat gar keinen EinfluB auf die Restreduktionswerte haben, 
sogar bei Zusatz von 100 mg-°,, Harnsaéure und 200 mg-°,, Glutathion. 
Beim Kreatin hat der Zusatz einer so groBen Menge kaum einen Einflu’, 
und nur Kreatinin kann, wenn viel zugesetzt ist, einen bedeutenden 
Restreduktionswert bewirken. 


7. Versuch bei Zusatz verschiedener Mengen Kreatinin. 


Aus dem vorigen Versuch erkennt man, da beim Zusatz der 
maximalen Menge Kreatin, die in pathologischen Zustanden gefunden 
wurde, die Restreduktion selbst mittels der Ferrimethode nur 4 mg-°, 
betragt. Da aber der Kreatingehalt gewoéhnlich ungefaihr 5 mg-°, 
betragt und sehr selten iiber 20 mg-°,, ansteigt (Feigl'), kommt der 
KinfluB desselben praktisch kaum in Betracht. Das Kreatinin kann da- 


1 Feigl, diese Zeitschr. Sl, 14, 1917. 
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gegen, wenn es stark vermehrt ist, einen bedeutenden Einflub auf die 
Restreduktion haben. Um zu sehen, in welchem Verhaltnis es in das 
Filtrat iibergeht, haben wir verschiedene Mengen Kreatinin zum Blut 
zugesetzt und die Reduktionswerte mit der Ferri- und der Cuprimethode 
bestimmt und mit dem Wert vor dem Zusatz verglichen. Der Reduktions- 
wert vor Zusatz, d. h. der echte Zuckerwert sei xz, der nach der Ferri- 
methode bestimmte zp,, der nach der Cuprimethode zp,, der Kreatinin- 
gehalt ag, so werden die /-Werte nach den folgenden Formeln berechnet : 
s r . " . Tre Lz 
Lye — Tz = [re- “kK Fe 
XK 
y . . Lou — Xz 
Lou — UZ fou: Tk fou 
Kk 
Die Resultate sind in Tabelle X angefiihrt. 


Tabelle X. 





Zugesetztes 
- Art 


"2 oe "kK “Fe You fre I u der Tiere 
mg-"/o 

169 40 41 196 183 0.65 0,34 Huhn 

70 30 31 90,5 81.5 0.66 0,37 Kaninchen 


Mittel: 0.66 0,36 


Wenn man diese /-Werte benutzt, bekommt man folgende zwei 


Formeln: 
Lz = ee — 0,66 2, (1) 
rz Zou 0,36 a2, (2) 


Durch Elimination von 2 bekommt man folgende Formel: 
. 99 » 5) ‘ 
XZ 4 Tou . 1,2 TFe (3) 


Mit anderen Worten kann man aus dem gemessenen Ferri- oder 
Cupriwert den echten Blutzuckerwert berechnen, wenn man den Krea- 
tiningehalt kennt [nach Formel (1) oder (2)]. Oder wenn man von dem- 
selben Blutfiltrat sowohl den Ferri- als auch den Cupriwert bestimmt, 
kanu man nach Formel (3) ohne Kenntnis des Kreatiningehalts den 
echten Zuckerwert berechnen. 

Beispiel. “u Hiihnerblut 10 mg-°,, Kreatinin zugesetzt. 27 105, 
rre = 111, zou 108, 2K Il. Aus (1) xz 104. aus (2) xz, 104, aus (3) 
rz, 104. 

Zu Kaninchenblut 20 mg-°,, Kreatinin zugesetzt. 27 104, rR 118, 
Zcq = 111, ae = 21, aus (1) zz 104, aus (2) rz 103, aus (3) rz 103. 


Bei der Ableitung der Formeln ist vorausgesetzt, daB Kreatinin die 
einzige Nichtzucker-reduktionssubstanz ist. Wir haben bis jetzt keine 
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Gelegenheit gehabt. das Blut soicher Falle zu untersuchen. Deshalb kénnen 
wir vorlaufig nichts Bestimmtes dariiber sagen, ob diese Annahme richtig 
ist. Es ist ratsam, immer bei verdachtigen fallen mit der Hefemethode zu 
kontrollieren. Doch liegt der Kreatiningehalt des Blutes gewéhnlich unter 
2mg-°,. Selbst bei schweren Fallen von chronischer Nephritis, Diabetes, 
Beriberi, Pneumonie und Gicht steigt er kaum tiber 4 mg-°,,.. Obwohl bei 
einem Falle von akuter gelber Leberatrophie ungefahr 10 mg-°., Kreatinin 
und bei einem schweren Falle von Uramie 25 mg-°, gefunden wurden, 
sind solche Falle &4uBerst selten zu nennen (Feigl'). Da es ferner bedeutende 
Mengen chromogener Substanzen auBer Kreatinin gibt, die kolorimetrisch 
Kreatininreaktion zeigen (Hunter und Campbell*), muB der echte Kreatinin- 
gehalt noch kleiner sein®. Man kann daher ruhig sagen, daB das Cd-Filtrat 
in den meisten vorkommenden Fallen echte Blutzuckerwerte zeigt, selbst 
mit der Ferrimethode. Die Cuprimethode zeigt bei extremen Fallen 
richtigere Werte. 


8. Vergleich der Cuprimethode mit der Ferrimethode. 


Bei der Cuprimethode reoxydiert das einmal reduzierte Kupfei 
sehr leicht. Wenn die Titration zu verschiedener Zeit nach dem Erhitzen 
ausgefiihrt wird, so bekommt man etwa folgende Resultate. 


Tabelle XI. 





win? eduktionswerte r-0), 
Zeitdauer in Minuten Reduktionswerte in mg 


nach Erhitzen Kaninchenblut Hiihnerblut 


Sofort 92 161 
10 90.8 159 
20 88,3 156 
30 85,7 151 


Man sieht also, da} man den richtigen Wert nur dann bekommt, 
wenn die Titration innerhalb 10 Minuten ausgefiihrt wird. Die Serien- 
untersuchung vieler Versuche ist daher bei der Cuprimethode nicht 
anwendbar. Bei der Ferrimethode bekommt man dagegen bei offenem 
Kolben selbst nach 1 Stunde immer den richtigen Wert. Wenn man den 
Zuckergehalt und dementsprechend die Cu-Konzentration vermindert, 
so wird das Kupfer vom Zucker nicht mehr reduziert. Deshalb ist die 
Mikrobestimmung fiir die Cuprimethode ungeeignet, wahrend bei 
der Ferrimethode das Eisen von einer sehr kleinen Menge Zucker ebenso- 
gut reduziert wird. Man kann selbst mit 3 Tropfen Blut exakte Be- 


1 Feigl, l.c. 

2 Hunter u. Campbell, Journ. of biol. Chem. 32, 195, 1917. 

3 Graebler u. Keltch (ebendaselbst 76, 337, 1928) haben als extremen 
Fall bei einem beiderseits nephrektomiertem Hunde kolorimetrisch 12. bis 
l5mg-°, Kreatinin gefunden, aber sie konnten als echtes Kreatinin nur 7 bis 
10 mg-°, isolieren. 
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stimmungen ausfihren. Der einzige Nachteil der Ferrimethode, dab 
sie gegen Nichtzucker-reduktionssubstanzen emptindlicher ist als die 
Cuprimethode, kommt beim Gebrauch der neuen EnteiweiBungsmet hode 
in den meisten Fallen nicht mehr in Betracht. 


9. EinfluB des Glutathiongehalts auf den gemessenen Zuckerwert. 


Wir haben in Kapitel 3 gesehen, dab das Folin-Wu-Filtrat bei 
der Hefemethcde immer niedrigere Zuckerwerte zeigt als die echten, 
was beim Blut mit héherem Glutathiongehalt, wie beim Huhn, am 
deutlichsten ist. Um diese Tatsache zu erkliren, haben wir folgende 
Versuche gemacht. 

20 mg-°,ige Glucoselésung (entsprechend dem Filtrat vom Blut mit 
200 mg-°,, Blutzucker). 2,5 mg-°,ige Harnsaurelésung (entsprechend dem 
Filtrat des Blutes mit 25 mg-°,, Harnsaure) und destilliertes Wasser wurden 
mit je 2,5, 10,0, 20,0 mg-°, Glutathion versetzt, die Reduktionswerte 
wurden nach der Ferrimethode bestimmt und die Reduktion durch | mg 
Glutathion daraus berechnet. Beim Vergleich mit der Reduktion von 
Glucose haben wir die Resultate von Tabelle XII erhalten. Die Resultate 


von Tabelle XII sind in Tabelle XIII zusammenfassend angefiihrt. 


Aus der Tabelle sind zwei Tatsachen besonders hervorzuheben. 
Erstens ist das Reduktionsvermégen bei Anwesenheit der Glucose 
bedeutend herabgesetzt!. Die Harnsiure hat dagegen, wenigstens 


Tabelle XII. 











Zu leem nee Von Von Img 
Lisung . aay eS zugesetztem Glutathion Relatives 
Lisung zugesetztes : m Glutathion reduziertes Reduktions- 
Glutathion blr Fer reduziertes Ferri Ferri vermigen 
mg ‘ (ecem Thiosulfat) (ccm Thiosulfat) 
0 1,145 0 : ; 
20 me-" | 0,025 1,247 0,102 4.08 71.3 
- S 0,05 1.315 0,170 3,49 59.4 
Ghucose 0.10 1.449 0.304 3.04 53,2 
0,20 1,659 0,514 2,57 44.5 
0 0,088 0 
OF 0 | 0,025 0.217 0,129 5.15 99.0 
aa lan 0,05 0,320 0,232 4.64 81.2 
el! on 0,387 0.387 3.87 67.6 
0,20 0,754 0,666 3,33 58.2 
Destil- 0,025 0,135 0,135 5,40 94.4 
0,05 0,239 0,230 4.60 80,4 
liertes 0,10 0.390 0.390 3.90 68,2 
Wasser 0.20 0.668 0.668 3.34 57.6 


1 Ahnliche Resultate haben auch Herbert. Bourne u. Groen (Biochem. 
Journ. 24, 291, 1930) erhalten. 
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in der im Blut vorkommenden Konzentration, keinen EinfluB. Zweitens 
ist das relative Reduktionsvermégen des Glutathions bei hoherer 
Konzentration geringer. 


Tabelle XIII. 





Zugesetztes Glutathion - P 
20 mg-° 9 Glucose 2.5 mg- Harnsaure Destilliertes Wasser 


mz 
0,025 71,3 90,0 94,4 
0.05 59,4 81,2 80.4 
0.10 53.2 67.6 68.2 
0,20 44.5 58,2 57.6 


Ahnliche Verhaltnisse wurden auch bei der Cuprimethode beob- 
achtet (Tabelle XIV). 
Tabelle XIV. 





Zu 5cem , , Von 
Lisung ae zugesetztem Glutathion Relatives 
Lisung zugesetztes - amen Glutathion reduziertes teduktions- 
Glutathion Tt the ; reduziertes Cupri Cupri vermigen 
mg ny eem Thiosulfat) (ccm Thiosulfat) 


Von lmg 


0 


2 0 
20 mg-" 0 0.125 


Glucose 


4 — 
79 0.30 2,40 
gs 0,50 2.00 


S 
8 
0,25 8, 
4 
4 


0 25 — - 
10mg-/, | 0,125 "35 0,30 2,40 
Glucose | 0,25 4.50 0,55 2.20 
0,50 5.25 1.00 2.00 
Destil- 0,125 0,40 0,40 3,20 
liertes 0,25 0,70 0.70 2,89 
W asser 0.59 1,25 1,25 2.50 


Die Resultate von Tabelle XIV sind in Tabelle 
-ammengefaBt. 
Tabelle XV. 





Glutathion 


20 mg-°/,, Glucose 10 mg-°', Glucose Destilliertes Wasser 
mg . 


0,125 28,0 
0.25 23.4 
0.50 


So erklart sich, warum das Folin-Wu-Filtrat mit viel Glutathion 
bei der Hefemethode zu niedrige Werte zeigte. Das Folin-Wu-Filtrat 
ist daher, besonders bei hohem Glutathiongehalt des Blutes, fur die 
Blutzuckerbestimmung mit der Hefemethode ungeeignet. Unser 
Cd-Filtrat, welches keine Spur Glutathion enthalt, ist daher fur die 
Blutzuckerbestimmung am _ geeignetsten. Neuerdings werden zur 





b- 
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Untersuchung der Vitamine, besonders fur die B,-Avitaminose-For- 
schung, oft Végel, deren Blut viel Glutathion enthalt, als Versuchs- 
objekt benutzt. Deshalb ist hervorzuheben, daB es fur die Zucker- 
bestimmung solchen Blutes sowie der Extrakte mit hohem Glutathion- 
gehalt wie Leber, Niere und Milz nur unser Cd-Filtrat einwandfrei 
und unbedingt verwendbar ist. 


10. Ve rqle ich der nach unserer Methode JEMessenen Werte mit den nach 
einigen bisherigen Methoden erhaltenen. 


Wir haben von demselben Blut den Zuckerwert nach Somogyi, 
Hagedorn-Jensen, West-Peterson-Scharles bestimmt und gleichzeitig 
im Cd-Filtrat mit der Ferri- und Cuprimethode die Reduktion 
bestimmt. Die Resultate finden sich in der Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. 





W est- 
Art der Tiere Cd-Ferri = Cd-Cupr Somoavt Hagedorn leterson- 
scharles 
Mensch Seige aac ae Ti 72 73 74 sO 
Oe eee ee ee 100 99 100 107 
agg ele eee ee 187 186 189 211 212 
Huhn + Glutathion (109 mg-°,) 158 156 169 205 


Wie ersichtlich, zeigt, solange der Glutathiongehalt nicht groB 
ist, die Somogyische Methode dieselben Werte wie die Cd-Ferri- und 
Cd-Cuprimethode, da das Reduktionsvermégen der Nichtzucker- 
reduktionssubstanzen bei der Cuprimethode bedeutend kleiner ist. 
Die Hagedorn-Jensensche Methode zeigt aber wegen des Gehalts an 
teduktionssubstanzen immer noch groBere Werte. Der Unterschied 
ist um so deutlicher, je gréBer der Glutathiongehalt ist. 


Zusammenfassung. 

Ein neues EnteiweiBungsverfahren mittels Cd (OH), wird be- 
schrieben. Das Filtrat ist frei von Glutathion, welches den allergréBten 
Teil der Restreduktion ausmacht, sowie von Ergothionein und von 
Harnsaure, selbst nach Zusatz der gréBten Menge, die in pathologischen 
Zustanden gefunden wird. Bei Anwendung dieses Filtrats geben alle 
bisher angegebenen Blutzuckerbestimmungsmethoden ohne weiteres 
die echten Blutzuckerwerte. Eine verbesserte jodometrische Be- 
stimmungsmethode mittels Ferricvankalium wurde beschrieben, und 
Vor- und Nachteile der Ferri- und Cuprimethode wurden diskutiert. 
Das Reduktionsvermégen des Glutathions ist je nach der Konzen- 


tration und bei An- oder Abwesenheit von Zucker verschieden. Bei 
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Anwesenheit einer groBeren Menge Glutathion zeigt die Hefemethode 
keine richtigen Zuckerwerte. Da das neue Filtrat keine Spur Glutathion 
enthalt, fallen diese Fehlerquellen gianzlich weg. Das Somogyische 
Zinkfiltrat ist noch nicht ganz glutathionfrei und zeigt, wenigstens 
bei gewohnlichem Blut, nur bei Anwendung der Cuprimethode den 
richtigen Zuckerwert, wahrend nach der Ferrimethode immer zu grobe 
Werte gefunden werden, da hier das Reduktionsvermégen der Nicht- 
zucker-reduktionssubstanzen viel gréBer ist als bei der Cuprimethode. 


Das neue Filtrat zeigt sowohl bei Anwendung der Ferri- als auch der 
Cuprimethode dieselben richtigen Zuckerwerte. Die Hagedorn-Jensen- 


Methode gibt immer zu hohe Werte. 











Beitrige zur Kenntnis 
des antitryptischen Faktors im menschlichen Blutserum. 


Erste. vorlaufige Mitteilung!?. 


Ve mm 
W.. Corneli. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Freiburg.) 


(Eingegangen am 28. August 1931) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Es kann wohl kein Zweifel mehr daran bestehen, dal} das mensch- 


liche Blutserum peptidspaltende Enzyme enthalt®. Man kénnte sich 


ohne weiteres + orstellen, daB die Korperzellen physiologischer- 


weise gegen den Angiui dieser Enzyme geschiitzt sind, daB also Anti- 
kérper oder Hemmungskérper vorhanden sein miissen. 


In der Tat hatte schon S.G. Hedin in den Jahren 1905/09 Arbeiten 


veréffentlicht, in denen er sich z. B. mit der ,,antitryptischen®’ Wirkung 
des nativen Serums beschaftigte. Man suchte nun immer neue Wege, um 
diese Antikérper naher zu charakterisieren. Da man urspriinglich glaubte, 
die Hemmung sei durch Lipoide hervorgerufen, so versuchte Kawashima® 
durch Behandeln des getrockneten Serums mit organischen Lésungs- 
mitteln das Antitrypsin zu extrahieren, was ihm jedoch nicht gelang. 
Im Jahre 1910 machte Cobliner* den interessanten Versuch, bei Kaninchen 
durch langdauernde Narkose die Lipoidsubstanzen im Blut anzureichern, 
doch zeigte sich auch hierbei die antitryptische Kraft unbeeinfluBt. Er 
fand auBerdem, daB die Niichternwerte geringer sind als die nach Nahrungs- 
aufnahme gemessenen. Bei einem Hund, dessen Pankreas bis auf einen 
kleinen Rest reseziert war, zeigte sich ein Sinken des Antitrypsingehalts 
geraume Zeit nach der Operation, Steigen desselben nach Trypsin- 
verfiitterung und wiederum Absinken nach Weglassen der Praparate. 
Der Wert sank jedoch niemals ganz auf Null, sondern hielt sich in einer 
gewissen konstanten Hohe. 


1 Die Veréffentlichung der bisherigen Ergebnisse muBte aus auBeren 


Griinden schon jetzt erfolgen. Unter diesen Umstanden wurde die Literatur 


soweit beriicksichtigt. wie es zur Charakterisierung des Problems 


notwendig erschien. Von einer Diskussion der Versuchsergebnisse wurde 
ganz abgesehen. 


2 


2 W. Grassmann u. W. Heyde, Hoppe-Seiler 188, 69. 1929 
3 K. Kawashima, diese Zeitschr. 23, 186, 1909. 
4S. Cobliner. ebendaselbst 25. 494. 1910. 
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Die Bestimmung des Antitrypsins geschah in der Regel nach der Casein 
methode von Gross-Fuld'. Sie beruht im Prinzip darauf, daB den zu 
prifenden Serumproben je 10 cem einer 0,1 °,igen alkalischen Caseinlésung 
zugesetzt werden, dazu steigende Mengen einer 0,1 °,igen Trypsinlésung 
(Griibler). Nachdem nun das Ganze 15 Minuten bei 40° im Brutschrank 
gestanden hat, fiigt man zu allen Glaschen einige Tropfen 1° 
siiure. Uberall da, wo die Caseinverdauung unvollstandig ist, wird sich eine 
Triibung von ausgeflocktem Casein einstellen. v. Bergmann und K. Meyer? 
machten mit dieser Methode den Versuch einer klinischen Auswertung 
und fanden z. B. bei Nephritis, Carcinom, Basedow die hemmende Kraft 
des Serums erhéht, bei Diabetes vermindert. Daraufhin untersuchte 
kK. Meyer® die Beziehungen zwischen Blutzucker und Antitrypsin. Offenbar 
haben aber beide Faktoren nichts miteinander zu tun. Sicher scheint der 
antitryptische Titer bei Schwangerschaft erhéht zu sein*?. Rosenthal wies 
auch darauf hin, daB die antitryptische Wirkung des Serums mit dem Gehalt 
an EiweiBspaltprodukten parallel gehen kénnte; bei Krankheiten mit 
erhohtem Ejiweifizerfall sollte der antitryptische Titer erhéht sein. 
Kammerer und Aubry® haben dann versucht. die KiweiBbestandteile des 
Serums zu fraktionieren, um festzustellen, welcher Anteil das Antitrypsin 
enthielt. Man fand dabei aber zunachst, daB die Fallungszone fiir Albumine 
und Globuline sich mit der Temperatur andert. Es sei tiberhaupt dahin- 
vestellt. inwieweit die Fraktionen chemisch einheitliche Gebilde enthalten 
und sich nicht nur in quantitativem Sinne unterscheiden®. Selbst die 
Kristallisation ist bei Eiwei®kérpern ja kein unbedingtes Kriterium fiir 
EKinheitlichkeit. SchlieBlich fanden also Kammerer und Aubry, daB die 
antitryptische Wirkung sich auf Albumine und Globuline verteilt, daB aber 
bei 56° die antitryptische Wirkung des Albuminanteils mehr zuriickgeht 
als die des Globulinanteils. 1923 wiesen Schierge und NSolti? aut die Be- 
deutung der SerumeiweiBstoffe selbst als Hemmungskoérper hin, und zwar 
besonders auf Grund einiger Versuche, bei denen durch Schiitteln mit 
eiweiBflockenden Mitteln, wie Kaolin, diese Hemmung beseitigt wurde. 
Dies diirfte jedoch auch keinen zwingenden Beweis darstellen, da die 
Hemmungsstoffe durch diese Mittel ebenfalls fallbar oder an Eiwei® ge- 
bunden sein kénnten. Viel svstematischer gingen in dieser Hinsicht 
H.v. Euler und K. Josephson®, P. Rona und H. Kleinmann®, H. Klein- 
mann? sowie Weber und Gesenius" vor. Euler und Josephson fanden. da® 


oiger Essig 


' Diese Zeitschr. 6, #73, 1907; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 
5S. 157, 1908. 

2». Bergmann u. K. Meyer, Berliner Klin. Wochenschr. 1908. 
Il, S. 16738. 

3 K. Meyer, diese Zeitschr. 40, 125, 1912. 

4 E. Rosenthal, Zeitschr. f. Klin. Med. 72. 505, 1911; 7. Shinoda, 
diese Zeitschr. 152, 426, 1924. 

5 H. Kammerer u. L. Aubry, diese Zeitschr. 48, 247, 1911. 

6 J. Groh u. E. Faltin, Hoppe-Seiler 199, 13, 1931. 

7 M. Schierge u. J. Solti, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 39, 313, 1923. 

8 H.v. Euler u. K. Josephson, Hoppe-Seiler 157, 122. 1926. 

® P. Rona u. H. Kleinmann, diese Zeitschr. 155, 34, 1924. 

10 H. Kleinmann, ebendaselbst 177, 89, 1926. 

"lH. Weber u. H. Gesenius, ebendaselbst 187, 410, 1927. 
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die Spaltung von Glycylglycin durch Dipeptidase von Glykokoll u. a. ge 
hemmt wird. Weber und Gesenius stellten fest, daB die Dipeptide Glycyl- 
glycin, Leucylglycin, Alanylglycin den Caseinumsatz durch Trypsin, Kinase 
sehr stark aufhalten. Dann stellten sie einen besonders einleuchtenden 
Versuch an, indem sie kleine Mengen einer bereits durch Trypsin abgebauten 
Caseinl6sung einer frisch zu spaltenden hinzuftigten, und erhielten eine sehr 
starke Hemmung. In Analogie hierzu war es Willstdtter, Kuhn, Lind und 
Memmen' bei einer anderen Gelegenheit gelungen, einen fiir die Leber 
esterase spezifischen Hemmungskérper in Form des Benzoylameisen 
siureithylesters aufzufinden, nachdem Wiolstdtter und Persiel schon 1924 
auf das Albumin als Hemmungskoérper fiir das System Trypsin/ Kinase 
hingewiesen hatten*®. Jobling und Petersen® hatten auf Grund ihrer Versuche 
angenommen, daB die Seifen von ungesattigten Fettsauren stark hemmenden 
EinfluB auf die Verdauung ausiiben kénnten. Diese Behauptungen wurden 
aber von Serejski* nachgepriift und als nicht stichhaltig gefunden. 1926 
machte Niskowski® noch die merkwiirdige Beobachtung. daB bei Durch 
stroémung der exstirpierten Speicheldrtise von Hunden mit gewissen F lissig 
keiten, z.B. Alanylglycin, ein scharfes Ansteigen der antitryptischen 
Wirkung auftrat. Andere Organe. wie Pankreas, Milz, Niere. Hoden, 
zeigten diese Fahigkeit nicht. 

Um dem Problem, speziell das Blutserum des Menschen betreffend, 
niher zu kommen, haben wir einen anderen Weg eingeschlagen. Bei 
den friiheren Untersuchungen mit der Methode von Gross-Fuld handelte 
es sich in Wirklichkeit ja um die zeitliche Messung der Caseinverdauung. 
Wir gingen nun in der Weise vor, daB wir uns nach der Methode von 
Waldschmidt-Leitz und A. Schaeffner gereinigtes Trypsin herstellten 
und diese Lésung in verschiedener Verdiinnung direkt auf das frische 
Blutserum einwirken lieBen. Man kann auf soleche Weise eine Konzen- 
tration des Trypsins ermitteln, bei welcher die Anspaltung des Serums 
eben beginnt. Diese Grenzkonzentration ist ziemlich genau bestimmbar 
und 1JaBt sich reproduzieren. Da sie mit der Nahrungsaufnahme ansteigt, 
darf das Blut nur von Patienten entnommen werden, die seit dem Abend 
vorher keine Nahrung mehr zu sich genommen haben. Gleichzeitig 
wurde der Gesarmt-N, Rest-N und Amino-N bestimmt, soweit die Menge 
des Serums eben ausreichte. 

Durch zahlreiche Vorversuche war festgestellt, daB beim Auf- 
bewahren des Serums im Eisschrank fiir einige Tage eine Anderung 
der Werte nicht stattfand. Die Abmessung der Fliissigkeiten sowie die 
Verdauung mit Trypsin erfolgten stets bei 37° im Thermostaten. 


| R. Willstdtter, R. Kuhn, O. Lind u. F. Memmen, Hoppe-Seiler 167, 
303, 1927. 


2 R. Willstdtter u. H. Persiel, ebendaselbst 142, 245, 1924. 

% Jobling u. Petersen, Journ. of exper. Med. 19, 239, 251, 459. 
4 M. Serejski, diese Zeitschr. 169, 249, 1925. 

5 A. Niskowski, ebendaselbst 179, 62, 1926. 
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Die Verdauung beginnt ohne Latenzzeit und geht nach der in 
Abb. 1 dargestellten Weise vor sich. In Vorversuchen war ebenfalls 
sichergestellt, das die verwendete Menge des Phosphatpuffers oder der 
Kinase bei den einzelnen Ansiétzen  aus- 





reichte. Auch hatten wir uns iiberzeugt, 
daB in der Verdauungszeit eine Eigen- 
spaltung des ganzen Systems ohne Serum- 
zusatz nicht eintrat. 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Stellt man Versuche in der Weise an, daB die angewandte Trypsin- 
menge gleich bleibt, die Serummenge aber ansteigt, so erhalt man 
ganz eigenartig gestaltete Kurven. Alle haben iibereinstimmend ein 
Minimum bei 2ccm Serum. Ihre Form dndert sich etwas, wenn 
1,0 statt 1,3 Trypsineinheiten pro Gesamtmenge Serum angewandt 
werden; die aufsteigenden Kurveniste sind dann steiler  gestellt 


(Abb. 2 und 83). 


LaBt man die Serummenge konstant und andert die daraufgesetzte 
Trypsinmenge, so findet anfangs auch ein steiler Anstieg der Kurven 
statt bis zu einem Maximum, welches stets etwa bei 2,6 Trypsin- 
einheiten pro 1 com Serum gefunden wird, dann jedoch sinkt die Spaltung 
wieder (Abb. 4 und 5). Es mu8 ausdriicklich darauf hingewiesen 
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werden, dab trotz verschiedener klinischer Befunde die Gestalt de) 
Kurven eine durchaus ahniiche bleibt. Es hat infolgedessen geniigt. 


nur eine kleine Anzahl derselben abzubilden. 

Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungen an Patientenserum, 
speziell auch beziiglich der zur Anspaltung eben notwendigen Trypsin- 
einheiten, sind in der Tabelle | zusammengestellt. Die Fortfiihrung 


und Erweiterung der ganzen Arbeit ist im Gange. 


Zuletzt ist es uns eine angenehme Pflicht, der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel zu 
danken. 
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Uber die Existenz von Molekiilverbindungen zwischen 
bestimmten Aminosiuren in Lésung bzw. in festem Zustande. 


Von 
Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraiischen 


Universitat in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 30, August 1931.) 


In Fortfihrung unserer systematischen Studien tber das Auf- 
treten von zwischenmolekularen Kriften bei EiweiBbausteinen! be- 
schaftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Klaérung der Verhaltnisse 
im Falle paariger Kombinationen von Aminosaéuren, von denen die 
eine Komponente ausgepragt basischen, die andere ausgepragt sauren 
Charakter besitzt. 

Die Einbeziehung derartiger Mischungen in den Kreis der Unter- 
suchung. die systematisch alle fir den Bau der Proteine in Frage 
kommenden Gruppen und Kombinationen von chemischen Bauelementen 
unter mdglichst natirlichen Bedingungen umfassen soll, hat ihren 
Grund in der Tatsache, daB sich unter den einfachsten Bausteinen 
der meisten Eiweibkorper sowohl basische als auch saure Aminosaduren, 
nicht selten sogar in erheblichen Mengen, finden; es sind ferner auch 
Peptide, also hébere Strukturelemente der Proteine, bekannt, die 
tiberwiegend sauren oder basischen Charakter tragen. Fir die in 
Angriff genommene Untersuchung dieser letztgenannten Stoffe sollen 
die hier wiedergegebenen Beobachtungen gleichzeitig als wegleitende 
Modellversuche dienen. 

Die vorangegangene Untersuchung? enthielt in der Hauptsache 
Beobachtungen, die an gemeinsamen Lésungen je zweier Monoamino- 
monocarbonsaiuren gemacht wurden. In keinem der untersuchten Fille 
dieser Art konnte eine Zustandsdinderung festgestellt werden, die auf 
die Ausbildung von Attraktionskraften zwischen den verschiedenen, 


1 Max Frankel, diese Zeitschr. 217, 378, 1930; 227, 304, 1930; 241. 
94, 1931. 
2 Ebendaselbst 241, 94, 1931. 
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in gemeinsamer Losung vorhandenen Molekularten hingedeutet hatte. 
Ks zeigte sich im Gegenteil, da Assoziationen, die in der Lésung be- 
stimmter einhertlicher Aminosaiuren, z. B. des Glykokolls, auftreten, 
durch die Anwesenheit anderer Monoaminomonocarbonsaéuren als 
Losungsgenossen einen deutlichen Riickgang erfahren. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei den hier in Rede stehenden 
Kombinationen von Aminosauren, zu denen tbrigens die schon in der 
vorangegangenen Mitteilung besprochenen Beobachtungen an d-Arginin 
und Glykokoll bzw. an d-Arginin und d, l-Alanin den Ubergang bilden. 

Als Vertreter von Aminosauren basischen Charakters wurden d-Arginin- 
und |-Histidin, als solehe von saurer Natur ]-Asparaginsiure, d-CGlutamin- 
saure, |-Prolin und |-Oxyprolin gewahit. Aus ihnen wurden acht Amino- 
saurepaare gebildet, und zwar: d-Arginin und |-Asparaginséure. d-Arginin 
und d-Glutaminsaure, d-Arginin und 1-Prolin, d-Arginin und 1-Oxyprolin, 
|-Histidin und |-Asparaginséure, |-Histidin und d-Glutaminsaure. |-Histidin 
und l-Prolin und schlieBlich l-Histidin und 1-Oxyprolin. Mit den angefiihrten 
Kombinationen sind die Méglichkeiten des nattirlichen Zusammentreffens 
basischer und saurer Komponenten nicht erschépft; es ist aber auf Grund 
der durchwegs gleichartigen Ergebnisse dieser experimentell behandelten., 
reprasentativen Falle anzunehmen, da®B sich anders zusammengesetzte. 
analoge Gruppierungen ahnlich verhalten werden. 

So gut wie simtliche der angefiihrten Aminosdurepaare zeigen in 
ihrer gemeinsamen Lésung, abgesehen von deutlichen Léslichkeits- 
beeinflussungen, Abweichungen charakteristischer Eigenschaften von 
den additiven Werten, wie sie sich unter Zugrundelegung der Zahlen 
fiir die reinen Lésungen der einzelnen Komponenten ermitteln lassen. 
Derartige Mischlésungen ergeben in der Regel zu kleine Gefrierpunkts- 
erniedrigungen, also Erhéhungen der Molekulargewichte. Diese Ab- 
weichungen erreichen mehrfach ein recht betrachtliches Ausmab, so 
betrigt die Erhéhung — rein rechnungsmaBig im Molekulargewicht 
der jeweiligen sauren Komponente ausgedriickt — z. B im Falle einer 
Mischlésung von d-Arginin und 1-Asparaginsiure etwa 26°, des 
theoretischen Wertes, von d-Arginin und d-Glutaminsaure tiber 48°, 
und im Falle von |-Histidin und d-Glutaminséure bis gegen 49°). 

Man erkennt aus diesen Zahlen, daB es sich um Werte handelt, 
die die in der Regel nur gelinden Anstiege des Molekulargewichts von 
einheitlichen Aminoséuren als Folge ihrer in Lésung auftretenden 
Assoziation weit hinter sich lassen. 


Es lige zunaichst nahe, anzunehmen, daB es sich im Falle von 
Mischlésungen der angefiihrten Paare von Aminosauren um das gleiche 
Phainomen handelt, wie bei jenen einheitlichen Aminoséuren, die in 
wasseriger Lésung Assoziationen eingehen. Allein die naihere Unter- 
suchung férdert bald einen wesentlichen Unterschied zutage, der das 
refraktometrische Verhalten betrifft. 
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An einem umfangreichen Beobachtungsmaterial' wurde frihet 
festgestellt, dag} im Falle einheitlicher Lésungen der Brechungsindex 
proportional der Konzentration ansteigt ,;wenn keine Zustandsanderungen 
vor sich gehen. Liegen solche vor, so treten Abweichungen von dieser 
einfachen GesetzmaBigkeit auf, deren Art von dem Charakter det 
Zustandsanderung abhangig ist: Im Falle von Assoziation bleibt der 
Brechungsindex bei Konzentrationserhéhung hinter dem der Pro- 
portionalitat entsprechenden AusmaB zuriick, bei Dissoziation dagegen 
wiichst er rascher, als dem Konzentrationsanstieg entspricht. Sinn- 
gemaB die gleichen Verhaltnisse findet man bei Mischlésungen unter 
der Bedingung, daB keine chemischen Reaktionen im engeren Sinne 
zwischen den beiden Lésungspartnern vor sich gehen. Diese Regel- 
maBigkeit trifft z.B. auch fiir Mischlésungen von Monoaminomono- 
carbonsauren zu, wie der Verfasser in einer friiheren Mitteilung zeigen 
konnte. 

Nach den angefiihrten Erfahrungen sollte man also erwarten, 
daB der Brechungsindex von wasserigen Lésungen der oben angeftihrten 
Aminosaurepaare, bei denen die Molekulargewichte in der Mischlésung 
gegentiber den Loésungen der einzelnen Komponenten fiir sich Er- 
héhungen aufweisen, kleiner ist, als der Mischungsregel entspricht. 
Tatsichlich trifft aber gerade das Gegenteil zu: die Werte fiir den 
Brechungsindex derartiger Mischlésungen sind durchwegs hoher als 
die auf Grund der Mischungsregel errechneten. 

Diese Diskrepanz zwischen den kryoskopischen und den refrakto- 
metrischen Ergebnissen kann nur darin ihre Ursache haben, daB die 
grundlegenden Voraussetzungen fiir die Anwendbarkeit der refrakto- 
metrischen Methode als Zustandsindikator in den zur Diskussion stehenden 
Fallen nicht mehr gegeben sind. Offenbar treten basische und saure Amino- 
sduren miteinander in chemische Wechselwirkung. In diesem Falle wird 
naturlich die eben auseinandergesetzte Regel tiber die GréBe des 
Brechungsindex ungiiltig. 

In Verbindung mit den Ergebnissen des kryoskopischen Verfahrens 
fiihrt uns also gerade das Versagen der Refraktometrie zu einer tieferen 
Einsicht in die Natur der zu untersuchenden Erscheinung. 

Der Charakter der miteinander in Reaktion tretenden Verbin- 
dungen legt es nahe, an eine additive Salzbildung aus den beiden 
Komponenten zu denken, die mit der Entstehung der Ammonium- 
verbindungen aus Ammoniak und Sauren in Parallele zu setzen ist®. 


' Max Frankel, diese Zeitschr. 227, 304, 1930. 

* Siehe dazu die sp&teren Ausfiihrungen iiber die Analogie in den 
refraktometrischen Abweichungen bei der Bildung von Ammonsalzen aus 
den Komponenten bzw. bei der Entstehung der Molekiilverbindungen aus 
Aminosauren. 
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Nach Werner? lagert sich das Ammoniakmoleki! durch eine am 
Stickstoffatom lokalisierte Nebenvalenz an das Wasserstoffatom des 
Sauremolekiils an: 

H,N...HX. 
Da bei den Ammoniumsalzen NH, X keine Unterschiede in der Bindung 
der vier Wasserstoffatome an das Stickstoffatom nachweisbar sind, 
so mufg man nach Werner einen Affinitatsausgleich zwischen Haupt- 
und Nebenvalenzen in der entstandenen Anlagerungsverbindung 
annehmen. Diese Auffassung hat auch in neueren Vorstellungen iiber 
die Natur der Valenzkrafte ihren Platz behauptet, so spricht auch 
Kossel von einer weitgehenden Ubereinstimmung beider Kraftarten. 
Diese Tatsache findet in der nachstehenden Koordinationsformel der 
Ammoniumsalze ihren Ausdruck, in der keine Unterschiede zwischen 
Neben- und Hauptvalenzen mehr vorhanden sind: 

H H 


NX IX. 
4H H 


Die Molekiilverbindung weist also eine vollstandig andere Valenz- 
verteilung auf als die Komponenten. 

Auch die Verbindungen der Aminosduren mit anorganischen 
Sauren, die im testen Zustande bekannt sind, miissen als Molekiil- 
verbindungen angesehen werden?. 

Es ist nun durchaus berechtigt, eine derartige Auffassung auch 
auf die Vereinigung von sauren und basischen Aminosauren zu tiber- 
tragen, zumal, da additive Verbindungen von ihnen auch im festen 
Zustande isoliert werden konnten, wovon noch zu sprechen sein wird. 

Man hat sich also vorzustellen, da saure und basische Amino- 
siuren in ihrer gemeinsamen Lésung wechselseitig Krifte gegen- 
einander betatigen; gleichgiiltig, ob man diese als Nebenvalenzkrafte 
ansieht, nach deren Absittigung es zu einem allgemeinen Affinitats- 
ausgleich in der an den Ammoniumsalzen dargestellten Form kommt, 
oder als elektrostatische Krafte: das Endergebnis stellt eine organische 
Molekiilverbindung dar, ein véllig neues Gebilde, in dem die Kom- 
ponenten nicht bloB miteinander verkniipft sind, sondern in dem sie 
auch eine tiefgehende Anderung ihrer urspriinglichen Bindungsverhalt- 
nisse erfahren haben. 

Diese Art der Betatigung zwischenmolekularer Krafte ist damit 
aber wesentlich verschieden von jener, als deren Wirkung sich \sso- 


' Siehe z. B. P. Pfeiffer. Organische Molekiilverbindungen, 2. Aufl.. 
S. 11. Stuttgart 1927. 
2 a.a.O., S. 142. 
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ziationserscheinungen ergeben. Das innere Geftige von Molekiilen, 
zwischen denen assoziierende zwischenmolekulare Kraite wirken, wird 
nicht oder nur in verhaltnismaBig ganz untergeordnetem Mabe tangiert. 
Nur so ist es verstandlich, dab sich beziiglich der optischen Brechungs- 
verhaltnisse im Falle von Assoziation und Dissoziation relativ so ein- 
fache Beziehungen ergeben, wie sie oben geschildert wurden. Diese 
miissen natiirlich im Falle von konstitutiven Anderungen, wie z. B. der 
intermolekularen Salzbildung, ganzlich versagen. Denn bekanntlich 
ist der Brechungsindex unter anderem nicht bloB vom Zustand, sondern 
weitgehend auch von konstitutiven Momenten abhangig. 

Fir die Chemie der Eiweifstoffe belangvoll ist die merkwurdige 
Tatsache, da derartige salzartige Molekilverbindungen zwischen 
Aminoséuren in wasseriger Lésung nicht vollstandig in ihre Ke™po- 
nenten zerfallen sind, wie dies bei organischen Molekulverbindungen 
haufig der Fall zu sein pflegt, sondern daB sie auch unter solchen Be- 
dingungen zu einem, in gewissen Fallen sogar betrachtlichen Anteil 
erhalten bleiben. Es sei an dieser Stelle daran erinnert, dab prinzipiell 
die gleichen Verhiltnisse, wie sie bei Mischlésungen aus sauren und 
basischen Aminosduren aufgefunden wurden, schon in der friher an- 
gefiihrten, vorangegangenen Mitteilung an gemeinsamen Lésungen von 
d-Arginin und Glykokoll bzw. von d-Arginin und d, |-Alanin festgestellt 
wurden; die Verbindungsbildung zwischen Aminosiuren ist also nicht 
ausschlieBlich auf den Fall von in bezug aufeinander ausgesprochen 
,,polaren‘’ Komponenten beschrankt. 

Die Feststellung des Vorliegens der genannten Molekiilverbindungen 
in der verdiinnten, gemeinsamen Lésung ihrer Komponenten macht 
die Existenz jener auch in fester Form recht wahrscheinlich, selbst wenn 
die Isolierung nicht gelingen sollte. Der iibliche, einfache Weg zum 
Nachweis organischer Molekilverbindungen, die Aufnahme der Er- 
starrungskurve der Komponentengemische oder der Schmelzkurve, ist 
wegen der in dieser Hinsicht ungiinstigen physikalischen Eigenschaften 
der Aminoséuren nicht gangbar. 

Es ist bis jetzt trotzdem gelungen, Molekilverbindungen aus 
d-Arginin und |-Asparaginsdure bzw. aus d-Arginin und d-Glutamin- 
sdure in festem Zustande darzustellen. 


Darstellung und Zusammensetzung der festen Molekilvyerbindungen, 


Zu ihrer Gewinnung wird von der bedeutenden Loslichkeits- 
erhédhung Gebrauch gemacht, die die an sich schwerer lésliche |-Aspara- 
gin- bzw. d-Glutaminsiure in Anwesenheit von d-Arginin erfahrt. 
Im wesentlichen verliuft die Darstellung in der Weise, da in eine 
Lésung der basischen Komponente in Wasser feste, gepulverte Saure 
(je 2 Mol auf 1 Mol Base) eingetragen und unter gelindem Erwirmen 
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gelost wird. Nach dem Erkalten scheiden sich die Molekiilverbindungen 
aus. Beziiglich experimenteller Einzelheiten siehe die spaiteren Angaben, 


d-Arginin und |-Asparaginsiure treten in aquimolekularem Ver- 
haltnis zusammen; die entstandene Anlagerungsverbindung enthalt 
Konstitutionswasser. Sie weist deutlich basische Eigenschaften auf, 
im Gegensatz zu der Molekiilverbindung aus d-Arginin und d-Glutamin- 
siure, die in ihrer Zusammensetzung einem Verhaltnis von 1 Mol 
d-Arginin auf 4 Mole Glutaminsaure entspricht und in Ubereinstimmung 
mit ihrer Zusammensetzung ausgepragt sauren Charakter hat. 

Nach den _ vielfaltigen, iiber organische Molekiilverbindungen 
vorliegenden Erfahrungen muB es als wahrscheinlich gelten, daB die 
isolierten Additionsverbindungen nicht die einzigen sind, zu denen die 
genannten Komponenten zusammentreten kénnen, daB vielmehr auch 
solche anderer Zusammensetzung existenzfaihig sind. Beziiglich der 
iibrigen Kombinationen von Aminoséuren sind die Bemiihungen zur 
Gewinnung definierter fester Molekiilverbindungen noch nicht ab- 
geschlossen 


Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen und ihre Verwertung fiir 
Fragen der Eiwei8chemie. 

Betrachtet man die Ergebnisse unserer bisher verdffentlichten 
Versuche, die sich auf die Wirksamkeit zwischenmolekularer Krafte 
bei den einfachsten Bausteinen der Proteine beziehen, so laBt sich 
folgendes sagen: 

Es zeigt sich, daB schon bei gewissen Aminosduren zwischen- 
molekulare Krafte auftreten. Man kann diese nach den Erfahrungen, 
wie sie zurzeit vorliegen, in zwei verschiedene Arten unterteilen: die 
einen rufen Assoziationen zwischen den Molekiilen hervor, ohne deren 
innermolekularen Aufbau wesentlich zu tangieren; bis jetzt wurden 
sie zwischen den Molekiilen bestimmter einheitlicher Aminosduren 
wirksam gefunden; sie erfahren unter Umstanden durch die Anwesenheit 
anderer Aminosaiuren als Lésungsgenossen mehr oder weniger starke 
Abschwiachungen, die bis zu ihrer vélligen Kompensation fiihren kénnen. 

Die zweite Art intermolekularer Krafte bewirkt additive Salzbildung 
zwischen bestimmten Aminosiuren. Man kann sie als AuBerung von 
bedeutenden Nebenvalenzbetragen oder, was wahrscheinlicher und 
exakter sein diirfte, als elektrostatische Anziehungskrafte auffassen, 
als deren Folge ein Zusammentritt der Komponenten zu einem neuen 
Gebilde, der Molekiilverbindung, resultiert. Diese weist geainderte inner- 
molekulare Bindungsverhaltnisse auf, tragt einen dissoziablen Charakter, 
ist aber auch in der verdiinnten wasserigen Lésung der Komponenten 
neben diesen vorhanden. 
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Auf Grund dieser natiirlichen Modellversuche kann man sagen, 
da beide Arten intermolekularer Attraktionskrafte, die zwischen 
hinreichend langen, in sich durch Hauptvalenzen zusammengehaltenen 
Polypeptidkomplexen wirken, an der Ausbildung der Proteinmicelle 
beteiligt sind. Der flieBende Charakter der kolloiden Strukturen der 
letzteren, ihre BeeinfluBbarkeit durch Temperatur, Konzentration usf. 
laBt sich zwanglos durch die gréBere Labilitat der zwischenmolekularen 
Krafte und deren feststellbare Abhangigkeit von den eben erwahnten 
Faktoren erklaren. Es sei in dieser Beziehung etwa auf die Schwan- 
kungen im AusmaB der Molekulargewichtserhéhung, z. B. einer Misch- 
lésung von d-Arginin und d-Glutaminsaure (s. Tabelle VI), je nach 
der Konzentration verwiesen. 

Die Auffindung fester Molekiilverbindungen zwischen Amino- 
sauren und ihre Existenz auch in Lésung zwingt schlieBlich, auch bei 
den Fragen der Molkohision von festen Proteinen die Tatsache der 
intermolekularen Salzbildung als aktiven Faktor mit zu _ beriick- 
sichtigen. 


Uberblick iiber die Anordnung des experimentellen Materials. 


Im Zusammenhang mit der vorliegenden Untersuchung ergab sich 
auch die Notwendigkeit, den bisher noch nicht bestimmten Zustand ge- 
wisser Aminoséuren in ihrer reinen, wasserigen Losung in Abhangigkeit 
von der Konzentration zu bestimmen. Diese Beobachtungen, die eine 
Ergéinzung der seinerzeitigen Angaben iiber das Zustandsverhalten von 
reinen Aminosduren in Lésung bilden', beziehen sich auf l-Asparaginsaure, 
d-Glutaminséure, 1-Prolin und 1-Oxyprolin, sowie auf |-Histidin. Die 
Einzelbefunde sind im Zusammenhang mit den speziellen experimentellen 
Angaben angefiihrt; hier sei nur das allgemeinere Ergebnis festgehalten. 
daB die genannten Aminoséuren im ganzen zu den in Lésung .,normalen 
Substanzen** zu rechnen sind. Sie erfahren durch Konzentrationsaénderung 
keine wesentliche Zustandsanderung. 

Im folgenden werden zunachst die Versuchsresultate an Aminoséure 
kombinationen mit d-Arginin als basische Komponente besprochen, es 
folgen jene mit Histidin und schlieBlich einige Angaben iiber die Darstellung 
und Analyse der festen Molekiilverbindungen. 

Die Besprechung der refraktometrischen Abweichungen einer Misch 
lésung von d-Arginin und |-Asparaginséure gibt als erstes Beispiel fiir eine 
Verbindungsbildung zwischen den Lésungskomponenten (relegenheit, aut 
die Analogie in der Salzbildung zwischen Aminosaéuren bzw. zwischen 
Ammoniak und Sauren hinsichtlich der GréBenausbildung des Brechungs 
index einzugehen. 

Beziiglich der Berechnungsweise der refraktometrischen Groen sei 
auf die Ausfiihrungen in der vorhergehenden Mitteilung aus diesem Gebiet * 
verwiesen. 


1 Diese Zeitschr. 217, 378, 1930. 
2 Max Frankel, ebendaselbst 241, 94, 1931. 
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I. Kombination d-Arginin —l-Asparaginsiure. 


1. Angaben beziiglich des Zustandsverhaltens der Kemponenten in reiner 
Einze llésung. 
d-Arginin. 
d-Arginin wurde schon in einer friiheren Mitteilung auf seine Assozia- 
tionstendenz untersucht. Der damalige Befund, daB es in wasseriger Lésung 
mit Konzentrationsanstieg Assoziation aufweist, lieB sich reproduzieren, 
doch ergaben sich die absoluten Werte fiir das Molekulargewicht niedriger 
als seinerzeit. Der durch Assoziation verursachte Gang des Molekular- 
vewichts, auf dessen Feststellung allein es in der erwaihnten Mitteilung 
ankam, bleibt durch diese Korrektur unberiihrt. 


l-Asparaginsaure. 


Auf Grund von Molekulargewichtsbestimmungen und von refrakto- 
metrischen Daten laBt sich sagen, daB die genannte Anunosdure angendhert 
.normales Verhalten‘’ zeigt. Das Molekulargewicht entspricht dem 
theoretischen Wert. der Brechungsindex weist mit steigender Konzentration 
einen geringfiigigen Gang in der Richtung von Assoziation auf. 


Tabelle I. 
Brechungsindices von ]-Asparaginsaurelésungen verschiedener Konzentration. 


$= 21,5° 





Gefunden Berechnet 


‘g Asparaginsaéure 


in 10g Lisung Skalenteile 


des Eintauch- Brechungsindex Brechungsindex Skalenteil 
refraktometers 


0,1972 23,6 1,336 51 1.33661 23,85 
0,1186 19,7 1,33501 1,335 12 20,0 
0,0792 18,0 1,334 35 1,334 37 18,05 
00897 16,0 1,333.58 1.33361 16.08 
0,0198 15,1 1,333 23, 

0,000 (Wasser) 14,1 1,332 86 


> Die Mischlosung aus d-Arginin und l-Asparagimsaure. 


Kryoskopische Daten. 


0.7982 g d-Arginin (umkristallisiert, getrocknet), in 10 g Wasser gelost. 
erniedrigen den Gefrierpunkt von Wasser um 0,798° (Unterkiihlung 2°); 
errechnetes Molekulargewicht 191 (theoretisches 174). 


Mischlésung 1. Zu der obigen Losung wurden 0.4030 g ]-Asparagin- 
saure hinzugefiigt. Die Gesamterniedrigung des Gefrierpunktes von Wasser 
in der erhaltenen Mischlésung betragt 1,260° (Unterkiihlung 1.5°), auf die 
Asparaginsaiure entfallen demnach 1,260 minus 0),798° 0,462° (Unter- 
kithlung 1,5°). Daraus ergibt sich ein Molekulargewicht der Asparaginsaéure 
in der Mischlésung von 165,2 gegeniiber einem theoretischen von 133. 

Mischlésung 2. 0.7969 g d-Arginin + 0.4051 g 1-Asparaginsaure in 
10 ¢ Wasser gelést. Gesamtdepression 1,253°. Die gleiche Menge d-Arginin, 
die in der Mischlésung enthalten ist, ruft in 10g Wasser eine Depression 
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von 0,798° hervor, auf die 1-Asparaginséure entfallen demnach ©.455°, 
entsprechend einem Molekulargewicht von 167,6. 

Mischlésung 3. 0.1812 g d-Arginin und 0,1409g |-Asparaginsaure, in 
3 ccm Wasser gelést. Das Molekulargewicht der ]-Asparaginsaure errechnete 
sich zu 161. 

Eine Reihe weiterer Versuche ergaben analoge Ergebnisse. 

Driickt man, was im folgenden stets geschehen soll, die Abweichungen 
der in den Mischlésungen ermittelten kryoskopischen Daten von den in 
gleichkonzentrierten L6ésungen der Einzelkomponenten rein rechnungs- 
maBig in Prozenten des Molekulargewichts der sauren Komponente aus, 
wie es sich aus der Bestimmung der reinen Lésung ergibt. so stellt sich 
eine Vergr6éBerung des Molekulargewichtes um weit mehr als 20°. heraus. 


Tabelle 11. 


Uberblick ber die kryoskopischen Daten von Mischlosungen aus d-Arginin 
und 1-Asparaginsaure. 





Depression In der Mischlisung Hiher 


- als in 
Misehli , der Asparaginsaiure Gefunden gefundenes Reune tir tel 
lischlésung weniger um Molekulargewicht Lisung fiir 


um Prozente 








gefunden berechnet der Asparaginsdure 
1 0,462° 0,586° 0,124° 165.2 24.5 
2 0,455 0.589 0.134 167.2 erwa 26 
3 0,540 0.657 O117 161.0 21.0 
tefraktometrische Daten. 
Tabelle 111. 
Werte der Einzell6sungen. ¢ 17, 5°. 
: 4 
. gin l0g . ; Brechungs Brechungs- gefunder 
Komponents Lésung SKalenteile index index in Kinheiter 
von Wasse1 der 5. Stelle 
d-Arginin ... 0.7398 53,70 1.34787 1,333 20 1467 
]- Asparaginsaure 0.3893 34.0 1.34048 1,333 20 728 
Tabelle 1V. 
Werte der Mischlésungen. f¢ 17,5°. 
4 be- Berechnet Gefunden 
Summe 
rechnet dor 2 
Misch- g in aus fiir Brechungs- Daher 
lésung 10g | Werten beide index Brechungs- Skalen- Skalen- Brechungs- 
nthaltend Lisung _ der Kompo- Y° Wasser index der teile teile ndex 
Einzel- fisch- 
nenten 2 
losung lisung 


d-Arginin 0.7130 1414 | 
|-Aspara- 2090 1.33320 1.35410 79.6 71.65 1.35445 
ginsaure 0.3616 676 
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Diskussion der kryoskopischen und refraktometrischen Daten. 

Die kryoskopischen Befunde sind auffallig durch die erhebliche 
Verminderung der Depression, die die Mischlésung gegeniiber den 
Werten aufweist, die sich additiv aus den Zahlen fiir die Einzelkompo- 
nenten errechnen. Die Verkleinerungen liegen weit auBerhalb der Fehler- 
grenzen und dricken sich, im Molekulargewicht der sauren Komponente 
berechnet, in einer Erhéhung der genannten GréBe um 21,0 bis 26°, : 
aus (Tabelle Il). Dagegen ergeben die refraktometrischen Messungen 8 
(Tabellen LIL und IV) einen erheblich gréBeren Wert fiir den Brechungs- 
index, als der Additivitat entspricht, wahrend bei Assoziation im Gegen- 
teil eine Verringerung zu erwarten ware. H 

Die refraktometrischen Resultate sprechen fiir Verbindungsbildung. t 
Es ist nun interessant, daB die Analogie zwischeu der Salzbildung aus 
Ammoniak und Sauren einerseits, aus sauren und basischen Aminosauren 
andererseits, wie bereits friiher in einer FuBnote angedeutet wurde, 
auch die Abweichungen der GréBe des Brechungsindex von der Addi- 
tivitét mit einschlieBt. Ohne aus dieser Tatsache schon jetzt weiter- 
gehende Folgerungen ziehen zu wollen, sei mitgeteilt, daB die Ab- 
weichungen der Brechungsindizes wasseriger Lésungen von Ammonium- 
chlorid-, bromid und -acetat von den aus den Werten der Komponenten 
in gleicher Konzentration additiv errechneten der gleichen Art sind 
wie bei den Anlagerungsverbindungen aus basischen und sauren Amino- 
siuren: der tatsichliche Brechungsindex ist in beiden Fallen héher als 
der nach der Mischungsregel errechnete. 


II. Kombination d-Arginin— d-Glutaminsaure. 
1. Angaben beziiglich des Zustandsverhaltens der Komponenten in reiner 
Einzellésung. 


Uber d-Arginin siehe unter I. 


d-Glutaminsaure. 

Kryoskopische und refraktometrische Daten weisen auf ein praktisch 
normales Verhalten hin. 0,1539 g d-Glutaminsaure (rein), in 10g Wasser 
gelést, erniedrigen den Gefrierpunkt des Lésungsmittels um 0,212° (Unter 
kiihlung 2°). Gefundenes Molekulargewicht 138,4; theoretisches 147. 


Tabelle V. 





Konzentrationsgang des Brechungsindex bei d-Glutaminsaéure. ¢ = 14,5°. 
g d-Glutamin- Gefunden Berechnet 
sure in 10g ' : SS LE ee Soe Minh 
Lésung Skalenteile Brechungsindex Brechungsindex Skalenteile 
0,1701 23,0 1,336 28 1,336 24 22,9 
0,106 1, 20,2 1,33521 1.33518 20,13 
0,053 3, 17,9 1,33431 _ _— 


0,000 (Wasser) 15.6 1,333.43 
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ut 4 isch O8UnG AUS G-Ardivin wid d- 1UtaAMIinSaUre, 
2. Die Mischl q 1-Argq 1 d-Glut 


Mischlésung 1. 0.4624 ¢ d-Arginin, gelést in Sg Wasser, erniedrigen 
den Getrierpunkt des Lésungsmittels um 0,.614° (Unterkithlung 2°); nach 
Zugabe von 0,1692 g d-Glutaminsaure sinkt die Depression auf 0,810° (hervor- 
yverufen durch die Gesamtlésung). Der gelésten Menge an d-Glutamin- 
sdure entspricht daher eine Depression von 0,196° (Unterktihlung 2°). Das 
Molekulargewicht der d-Glutaminséure berechnet sich demnach in det 
Mischlésung zu 205,6 gegen etwa 138.3, die der Aminosaure in gleich kon 
zentrierter, reiner Lésung zukommt. 

Mischlésung 2. 01868 g¢ d-Arginin 0.1421 0 d-Glutaminsédure (d. h. 
beide Komponenten in molekularem Verhaltnis) in 10g Wasser gelést : 
(resamtdepression 0,367°. Eine reine d-Argininlésung der gleichen Kon- 
zentration erniedrigt den Gefrierpunkt von Wasser um 0,217° (Unter 
kithlung 2,5°). Der d-Glutaminsdure entspricht somit in der Mischlésung 
eine Depression von 0,150° (Unterktihlung 2,5°) statt der zu erwartenden 
0,196° oder ein Molekulargewicht von 181,6 statt des in gleich konzentrierte1 
Einzellésung gefundenen von 138 bzw. des theoretischen von 147. 

Eine Reihe von anderen Mischlésungen ergab analoge Resultate. 


Tabelle vz. 


Uberblick iiber die kryoskopischen Daten der MischlOsungen von d-Arginin 
und d-Glutaminsaure. 





Depression der “ie ; In der Mischlisung Hodher als in Hoher als 
Misch- é-Ghatemtnaiese Colum " gefundenes Mole- Lisung fiir theoretisch 
weniger 3 
lésung saat am kulargewicht der sich um um 
gefunden berechnet d-Glutaminsadure Prozente Prozente 
l 0,196°  0,291° 0,095" 205.6 48.6 etwa 40 
2 0,159 0,196 0,046 181.6 31.3 23,5 


Diskussion der Ergebnisse. 
In der Mischlésung liegt demnach neben den freien Komponenten 
auch eine Molekilverbindung von d-Arginin und d-Glutaminsdure vor. 


Ill. Kombination d-Arginin—1-Prolin. 
i Angahe ” hy ziiglich de s Zustandsve rhaltens de r Kompone yten aw rewmer 
Einzellosung. 


Uber d-Arginin siehe unter I. 


1-Prolin. 
Kryoskopische Bestimmungen liefern fiir 1-Prolin ein etwas kleineres 
Molekulargewicht als das theoretische. 
0,2006 g 1-Prolin, in 10g Wasser gelést, gaben eine Depression von 
0.3579 (Unterkiihlung 1,2°): gefundenes Molekulargewicht 106.1. 
09,1171 g 1-Prolin in 10g Wasser gaben eine Depression von 0,219° 
(Unterkiihlung 1,5°); gefundenes Molekulargewicht 101,1 (theoretisches 115). 


2. Die Mischlésung aus d-Arginin und 1l-Prolin. 


Krvoskopische Daten. 
Mischlésung 1. 0.2006 g 1-Prolin und 0.1823 g¢ d-Arginin, in 10 ¢ Wasser 
gelést, ergaben eine Depression von 0,542°. 0.1823 g d-Arginin, in l0¢ 
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Wasser gelést, rufen eine Depression des Gefrierpunktes des Losungsmitt, 
um 0,200° hervor. Der Menge des in der Mischlosung enthaltenen 1-Proli: 
entspricht daher (in der Mischlésung) eine Gefrierpunktserniedrigung w 
0,342° (Unterkiihlung 2,3°) gegen 0.357° in dessen reiner Lésung (siehe obe: 
unter 1.). 

Mischlosung 2. O,AL7L g |-Prolin und 0,1858 g d-Arginin erniedrige: 
in ihrer gemeinsamen Lésung in 10 g Wasser dessen Gefrierpunkt um 0,410°, 
0,1858 g d-Arginin in 10g Wasser bewirken eine Depression von 0,203° 
den 0,1171 g l-Prolin in der Mischlésung entsprechen somit als Depressio: 
0,207° (Unterkiihlung 2,0°) gegen 0,219°, die 1-Prolin in gleich konzentriert«: 
Lésung fiir sich ergibt (siehe oben unter 1.). 


Refraktometrische Daten. 
Tabelle VII. 


Werte der Einzellé6sungen. ¢ 16,4°. 





Brechungs- 4 Gefunden 
index in Einheiter 
von Wasser der 5. Stell 


Kompo- gin 10¢ k Brechungs- 
nente Lisung Skalenteile index 


d-Arginin 0.1735 24.05 1.33669 
1-Prolin 0.1104 20,05 1.33515 


3 


1, 
1, 


333.28 341 
333 28 187 


Tabelle VIII. 


Werte der Mischlésungen . 





4 he- Geneiaa Berechnet Gefunden 
rechnet 2 


de 
Misch- g¢ in aus lg Brechungs- daher 
lésung 10g W — beide index : —e Skalen- Skalen- Brechungs 
enthaltend Lésung mee. Kompo- YOR Wasser a teile teile index 


lsung nenten lisung 


d-Arginin 00,1808 354.4 | -o5o¢ 2929¢ 220 ff 
l-Prolin | 01084 1836 | 538.0 1,33328  1,33866 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die kryoskopischen Daten zeigen eine Verringerung der Depression 
in der Mischlésung gegeniiber den Werten fiir die Einzellésungen. 
Die Erhéhungen des Molekulargewichts betragen etwa 6°,. Bei den 
méglichen Streuungen kryoskopischer Messungswerte fallt es schwer. 
aus so geringen Erhéhungen bindende Schliisse zu ziehen. Die Ent- 
scheidung dariiber, ob in der Mischlésung, die d-Arginin und 1-Prolin 
enthalt, eine Additionsverbindung aus den beiden Komponenten 
vorliegt, hangt unter diesen Umstinden von dem empfindlicheren 
refraktometrischen Verfahren ab, bei dem nur verschwindend kleine 
Fehlerquellen in der Methode selbst vorhanden sind. Tabellen VII 
und VIII zeigen, daB der Brechungsindex einer recht verdiinnten 
Mischlésung um 13 Einh. der fiinften Stelle = 0,35 Skalenteilen gr6Be1 
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ist, als die Mischungsregel erwarten laBt. Auf Grund dieser Befunde 
ist der SchluB gerechtfertigt, daB in der genannten Mischl6sung neben 
den Komponenten auch eine salzartige Additionsverbindung vorliegt. 


IV. Kombination d-Arginin —1-Oxyprolin. 
6 Angqabe n diber das Zustandsverhalten der Kompone ntenin reiner Einzelldsung. 

Uber d-Arginin siehe unter I. 

1-Oxyprolin. 

0.20342 |-Oxyprolin (umkristallisiert, getrocknet ) ergaben, in LOg Wasse1 
gelést, eine Gefrierpunktserniedrigung des Lésungsmittels um = 0,325° 
(Unterkiihlung 1°); gefundenes Molekulargewicht 117,38. 

0,1238 g 1-Oxyprolin, in 10g Wasser gelést, ergaben eine Depression 
von 0,198° (Unterkiihlung 1°); gefundenes Molekulargewicht 117,2. Das 
Molekulargewicht ist also in dem untersuchten Konzentrationsgebiet kon- 
stant. aher niedriger als das theoretische (131). 


Tabelle 1X. 


Konzentrationsgang des Brechungsindex von 1-Oxyprolin. + 5 





g l-Oxyprolin Gefunden Berechnet 


in 10g Lésung 





Skalenteile Brechungsindex Brechungsindex Skalenteil 
0,1993 23,85 1.33661 1.33665 23,83 
0,1261 20,6 1.33536 1.33536 20.6 
0,1230 20,4 1,33528 _ 
0,000 (Wasser) 15,05 1,333 22 


Innerhalb des untersuchten Konzentrationsgebietes ergaben sich also 
auch nach der refraktometrischen Methode in Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen der Kryoskopie keine Zustandsinderungen. 


2. Die Mischlésung aus d-Arginin und l-Oxyprolin. 


Kryoskopische Daten. 

0.1274 g 1-Oxyprolin +- 0,1824 g¢ d-Arginin erniedrigen, in 10 g Wasser 
gelést, den Gefrierpunkt des Lésungsmittels im 0.4019 1-Oxyprolin bewirkt 
in seiner reinen Lésung der gleichen Konzentration eine Depression von 
0,222°, d-Arginin unter gleichen Umstanden eine solche von 0,213°. Bezieht 
man rein rechnungsmaBig die gefundene kryoskopische Abweichung de 
Mischlésung von der Additivitaét auf das 1-Oxyprolin, so ergibt sich fii 
dieses einWert von 0,401 minus 0,213° = 0,188° statt 0,.222°. Daraus errechnet 
sich ein Molekulargewichtsanstieg von etwa 205. Wenn diese Zahl bei 
den kleinen absoluten Werten fiir die Depression mit einer gewissen Un 
sicherheit behaftet ist, so ist sie doch ein hinreichendes qualitatives Krite- 
rium fiir das Auftreten von Abweichungen der Mischlésung von det 
Additivitat. 
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tefraktometrische Daten. 


Tabelle X. 


Werte der Ejinzellésungen. / 


rt 





Brechungs- J Gefund 
gi Og . srechungs 
Komponente n We Skalenteile Srechung 


index in Einheite 
y inde € 
Losung index von Wasser der 5. Stell 


d-Arginin 0.1833 24.4 1.33682 1,333 22 


360 
l-Oxvprolin 0.1261 20,45 1.33530 1.333 22 


20S 


Tabelle NJ. 
Werte der Mischlésung. ¢ 17.2 





4 be- eee Berechnet Gefunder 
rechnet ° i - 

der J 
Misch- g in fiir Brechungs- daher 

osung Wg : beide index yon song a Skalen- Skalen- Brechungs 
nthaltend Lisung —' Kompo- Yon Wasser — teile teile index 


losung 


nenten 
lisung "OM 


d-Arginin 01769 347.5 | -- 


9 2990% 99e°7 ‘ 9 Qs 
l-Oxyprolin | 0,1239 204.3 | we 1,333.22 133874 29.4 30,0 1,33896 


Der gefundene Brechungsindex ist also wesentlich héher als der be 
rechnete. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Die tibereinstimmenden Ergebnisse von Kryoskopie und Refrakto- 
metrie erlauben den SchluB, daB in der wasserigen Mischlésung von 
d-Arginin und 1-Oxyprolin neben den Komponenten eine Molekiil- 
verbindung zwischen den beiden Komponenten vorliegt. 


V. Kombination 1-Histidin — 1-Asparaginsiure. 
1. Angaben iiber das Zustandsverhalten der Komponenten in reiner Mischlésungy. 
l-Histidin. 

0.2437 g |-Histidin (umkristallisiert, getrocknet) erniedrigen, in 10g 
Wasser gelést, dessen Gefrierpunkt um 0.305° (Unterkiihlung 2°); gefundenes 
Molekulargewicht 152.3 (berechnet 155). 

Tabelle XII. 


Konzentrationsgang des Brechungsindex von |-Histidin. ¢ 





ria 


g -Histidin Gefunden Berechnet 
in. 10 ¢ idoung Skalenteile Brechungsindex Brechungsindex Skalenteile 
0.4198 36,8 1.34154 1,341 70 37,2 
0,2113 25,4 1,337 20 1,337 28 25,6 
0,084.84 18,65 1,334.60 1.33461 18.65 
0,04248 16,3 1,333 70 1,333 70 16,3 
0,021 25 15,15 1,333 26 — -- 
),0000 (Wasser) 14.0 1.33281 
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Nach diesen Daten muB das |-Histidin als in Losung praktisch normale 
Substanz celten, wahrscheinlich mit einer ganz schwachen Assoziations 
tendenz. 

Beziiglich der 1-Asparaginsiure siehe unter I. 


2, Mischlésung aus l-Histidin und l-Asparaginsdure. 


Mischlésung 1. 0.2107 g 1-Asparaginsiiure -+ 0.2437 g 1-Histidin, in 
10g Wasser gelést, rufen eine Depression des Gefrierpunktes des reinen 
Losungsmittels um 0,590° hervor. Da 0,2437 ¢ |-Histidin, in 10 ¢ Wasser 
gelést, eine Depression von 6,305° erzeugen, so entspricht der in der Misch 
lésung enthaltenen |l-Asparaginséuremenge eine solche von 0,285° (Unter- 
ktihlung 2°). Es ergibt sich damit fiir die saure Komponente ein etwas 
erhéhtes Molekulargewicht (~ 141 gegen 136 in Lésung fiir sich). 

Mischlésung 2, bestehend aus 0.2120 g 1-Asparaginsiure und 0.2441 g 
l-Histidin in 10 g¢ Wasser erzeugt eine Depression von 0,602°. Da die ge 
nannte Menge |-Histidin, in 10 g Wasser gelést, eine Depression von 0,306° 
hervorruft, so entspricht der in der Mischlésung gelésten Menge an ]-Aspara- 
ginsaure eine solche von 0,296® und damit ein Molekulargewicht von 136.5, 
also praktisch das gleiche wie in der Einzell6sung der Saéure von gleichet 
Konzentration. 

Refraktometrische Daten. 








A. 
Tabelle XIII. 
Werte der Einzellésungen. ¢ 19.5°. 
. Brechungs- 4 gefunden, 
, ginl0g . : Brechungs- : > 
Komponente . Skalenteile wee 0 index in Einheiten 
ese Lisung eae index von Wasser der 5. Stelle 
l-Histidin . . . 0.4198 37,5 1,34181 1,333 04 877 
]-Asparaginsiiure 0,3917 34,1 1,34952 1,333 04 748 
Tabelle XIV. 
Werte der Mischlésung. ¢ = 19.5%. 
4 be- . Berechnet Gefunden 
rechnet aa 
Misch- gin aus fiy | Brechungs- daher 
ae ah ~~ beide index — Skalen- Skalen- Brechungs 
enthaltend = Lisung ional: Kompo- Yon Wasser “Misch. teile __teile index 
lisung nenten losung 


I-Histidin 04049 844 |) 
|-Aspara- 1564 1,33304 134868 55.9 56,1. 1.34877 
ginsiure 0,3772 720 || 





B. 
Tabelle XV. 
Werte der Einzellédsungen. ft = 168°. 
Brechungs- 4 gefunden 
» gin lg 4 : Brechungs- vw 4 oe 
Komponente Lisung Skalenteile index ~, a by go 
l-Histidin . . . 0).2499 28,70 1.33847 1.33328 519 
]-Asparaginsaure 0.2070 25,15 1,337 11 1,333 28 383 
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Tabelle XVI. 


Werte der Mischlésung. 





— heme Berechnet Gefunden 
‘ der 4 

g in aus fiir Brechungs- daher 
10g Werten beide index Brechungs- Skalen- Skalen- Brechuny 
Lisung der K von Wasser index der * ae ova 
Kinzel- | S0MPO- Misch- ime anaes 


nenten 
lisung losung 


|-Histidin 60,2335 | 
|-Aspara- 862 1.33328 1.34190 37.75 38.05 1.34201 
ginsiure 0.2028 875 ‘| 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die kryoskopischen Daten, fiir sich betrachtet, erlauben keinen 
eindeutigen SchluB. Dagegen erméglichen die refraktometrischen 
Befunde — gefundene Werte gréBer als der Additivitat entsprechend 
die Aussage, daB in der wiisserigen Mischlésung von 1|-Histidin und 


l- Asparaginsaure neben den Komponenten eine organische Anlagerungs- 


verbindung aus beiden vorliegt. Wegen der ausschlaggebenden Be- 
deutung der refraktometrischen Werte sind optische Untersuchungen 
an zwei Mischlésungen (A und B) im Vergleich mit den zugehdérigen 
Kinzellésungen wiedergegeben worden. 


VI. Kombination 1-Histidin— d-Glutaminsiure. 
1. Beziiglich des Zustandsverhaltens der einzelnen Komponenten in wisseriger 
Lésung siehe unter V. bzw. unter II. 


2. Mischlosung aus l-Histidin und d-Glutaminsdure. 


Krvoskopische Daten. 


Mischlésung 1. 0.2451 g 1-Histidin 0,2336 ¢ d-Glutaminséure e1 
niedrigen in ihrer gemeinsamen Loésung in 10 g Wasser dessen Gefrierpunkt 
um 0,527° (Unterkiihlung 2°). 0.2451 ¢ |-Histidin, in 10 ¢ Wasser gelést. 
bewirken eine Gefrierpunktsdepression von 0,305° (Unterkiihlung 1°). 
einem Molekulargewicht von 152.2 entsprechend. Der in der Mischlésung 
enthaltenen d-Glutaminsaiuremenge ist daher rein rechnerisch eink 
Depression von 0,222° (Unterkiithlung 2°) zuzuordnen gegeniiber einem Werte 
von 0,322°, den die Glutaminsaéure in ihrer reinen Lésung gleicher Kon- 
zentration erzeugt. Es ergibt sich damit ein Anstieg des Molekulargewichtes 
der d-Glutaminsaure von etwa 138 (in reiner Lésung) auf 200.5 (in Misch 
losung). 

Mischlésung 2. 0.2442 ¢ |-Histidin + 0.2398 g d-Glutaminsaure er- 
niedrigen in 10g Wasser gelést, den Gefrierpunkt des reinen Lésungs- 
mittels um 0,527°. Der dem d-Glutaminsaéuregehalt entsprechende Anteil 
der Depression betraigt 0,222° gegen 0,330° in deren gleichkonzentrierter 
reiner Lésung. Das Molekulargewicht der Clutaminsaiure in der Misch- 
lésung errechnet sich zu 206,0°. 
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Tabelle XVII. 


Ubersicht iiber die kryoskopischen Befunde in Mischlésungen von |-Histidin 
und d-Glhataminsiure. 





Depression der - In der Mischlisung Hdher als in Hoher als 
Misch- é-Glattntinelen oe gefundenes Mole- Lisung fiir theoretisch 
lésung kulargewieht von sich um um 
gefunden berechnet ice d-Glutaminsaéure Prozente Prozente 
1 0,222 0,322° 0,100° 20,5 44.8 36,4 
2 0,222 = =—-0,330 0,108 205,94 48,8 40.1 


Refraktometrische Daten. 


Tabelle XVIII. 








Werte von Einzellésungen. ¢ 16.89. 
: Brechungs- 4 gefunden, 
Ps 0 sree Se ~ 
Komponente 7 Seunee Skalenteile a aang index in Kinheiten 
ams von Wasser der 5. Stelle 
l-Histidin . .. 0,2489 28,7 1,338 47 1,333 28 519 
d-Glutaminsaure 0),2342 26,6 1,337 66 1,33328 438 
Tabelle NIX. 
Werte der Mischlésung. 
k. a, Sumer Berechnet Gefunden 
rechne —_ 
or J 
Misch- g in aus yt Brechungs- daher 
lésung 10g | Werten eide index Brechungs- gy ajen-| Skalen- Brechungs- 
enthalt Lisung | er ge yiyno- Von Wasser index der “‘oinn  ” teile SOF Hei 
Finzel- | ‘henten Misch- 
losung losung 


l-Histidin 0,2329) 485.6 | 
d-Glut- 913 1.33328 1.34241 39,1 40.0 1,384275 
aminsaure 0.2287) 427.8 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die kryoskopischen Daten zeigen, wie aus der Zusammenstellung 
in Tabelle XVII besonders klar hervorgeht, ein auBerordentlich be- 
trachtliches Abweichen der Mischlésung von additiven Verhaltnissen. 
Aus dem starken Riickgang der Depression in der Mischlisung gegen- 
iiber den entsprechenden Werten fiir die Komponenten in deren reinen 
Lésungen ergibt sich, daB in der Mischlésung neben den freien Kom- 
ponenten auch ein ansehnlicher Teil in Form einer Molekiilverbindung 
vorliegen muB. 

Die refraktometrischen Befunde, die einen starken Anstieg des 
Brechungsindex der Mischlésung tiber den additiven Wert hinaus 
manifestieren, sprechen gleichfalls fiir die Bildung einer chemischen 


Verbindung aus den Komponenten. 
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VII. Kombination 1|-Histidin — 1-Prolin. 


1. Beziiglich des Zustandsverhaltens der einzelnen Komponenten in wasseriqer 


Losung siehe unter V. und unter ILI. 


2. Die Mischlosung aus l-Histidin und 1-Prolin. 


Kryoskopische Daten, 

0.2485 ¢ |-Histidin und 0.1936 g |-Prolin, in 10g Wasser gelést. e1 
niedrigen den Gefrierpunkt des Lésungsmittels um 0,637° (Unterktihlung 2°). 
Da dem |-Histidin in der gleichen Konzentration, die es in der Mischlésung 
aufweist, in reiner L6ésung fiir sich eine Depression von 0,307° entspricht, 
so ergibt sich fiir das |l-Prolin in der Mischlésung eine solehe von 0,330° 
(Unterkithlung 1,5°), woraus sich das Molekulargewicht des 1-Prolins in det 
Mischl6sung zu 111.7 errechnet, waihrend es in etwa gleichkonzentrierte: 
Losung fiir sich ei soleches von 106 aufweist. 


Refraktometrische Daten. 
Tabelle NX. 


Werte der Einzellésungen. ¢ S052". 





Brechungs- 4 gefunden, 
index in Einheiten 
von Wasser der 5. Stelle 


7 gin 10g : Brechungs- 
Komponente Lésung Skalenteile index 


l-Histidin . . . 0,2496 27,0 1,337 81 1,332 69 
PevORR . . +. 0,196 1 22,25 1,33600 1,33269 


Tabelle XXJ. 


Werte der Mischlésung. f¢ 23,2°. 





te | oe Berechnet Gefunden 
rechnet page » ° 
Misch- gin * fiir Brechungs- daher 
lésung Ng erten  heide index Brechungs- Skalen- Skalen-. Brechungs- 
enthaltend  Lésung — der Kompo- YR Wasser index der teile teile index 
Einzel- aenten Misch- 
losung josung 


l-Histidin 0,2449 592 | 299 P , on ek Hie ‘ 
1-Prolin 01884 318 ; 820 1,33269 1.34089 35,1 35,75 1,34115 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die kryoskopischen Daten zeigen wohl eine kleine Erhéhung 
des Molekulargewichts von |-Prolin bei Anwesenheit von |-Histidin in 
der gleichen Lésung. Ihr Ausma® ist aber so klein, daB auf sie allein 
eine sichere Aussage bei den méglichen Streuungen der kryoskopischen 
Messungen nicht gegriindet werden kann. In Verbindung mit den 
refraktometrischen Befunden aber, die, wie aus Tabelle X XI ersichtlich 
ist, eine deutliche VergréBerung des Brechungsindex tiber das additive 
MaB ergeben, ist es begriindet, hier, ebenso wie in den vorher behandelten 
Fallen, die Bildung einer Molekiilverbindung anzunehmen. 





pul 
voll 
ausi 
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VIII. Kombination 1-Histidin—1-Oxyprolin. 


1. Beziiglich des Zustandes der beiden Komponenten fiir sich in wésseriger 
Lésung siehe unter V. und unter IV. 


2. Die Mischloésung aus l-Histidin und 1-Oxyprolin. 


Kryoskopische Daten. 

0,2471 g | Histidin und 0,2030g Oxyprolin ergeben, in 10g Wasset 
gelést, eine Depression von 0,637° (Unterkiihlung 2°). Hiervon entfallt 
nach besonderen Versuchen an einer gleichkonzentrierten reinen |-Oxy 
prolinlésung 0,319° (Unterkiithlung 1,5°) auf das 1-Oxyprolin, und fiir das 
|-Histidin verbleiben 0,318° (Unterkiihlung 2°). Das entspricht bei Beriick- 
sichtigung der méglichen Streuungen ungefihr der Depression einer gleich- 
konzentrierten 1-Histidinlésung fiir sich. 


Refraktometrische Daten. 


Tabelle XX 11. 


Werte der Eingellésungen. ¢ 17,1°. 
" — ——— 








- — Brechungs- 4 gefunden, 
Komponente * jeune Skalenteile “~~, index in Einheiten 
pads 


von Wasser der 5. Stelle 





l-Histidin . . . 0,2489 28,5 1,338 39 1,333 22 517 
1-Oxyprolin . . 0,1993 23,9 1,336 63 1,333 22 34 





Tabelle XNIII. 


Werte der Mischlésung. 








4 be- Riamiaisis Berechnet Gefunden 
rechnet der 4 
Misch- aus fir Brechungs- _ daher 
ljsung log Werten beide index Brechungs- Skalen- Skalen- Brechungs- 
enthaltend Lisung der Kompo- Yon Wasser index der teile teile index = 
Einzel- Misch- : 


. ente 
liésung —— losung 


l-Histidin 0,2365 491 | 
1-Oxyprolin 0,1946 333 | 


824 1.33322 1.34146 36.55 36.7 1.84151 


Diskussion der Ergebnisse. 
Wahrend die kryoskopische Methode wegen ihrer Unempfindlichkeit 
versagt, zeigt die refraktometrische an, dab zwischen den Komponenten 
der Mischlésung eine Verbindungsbildung eintritt. 


Darstellung der festen Molekiilverbindung aus d-Arginin 
und 1-Asparaginsiure. 


(.52 g (1 Mol) d-Arginin werden in 3g Wasser gelOst und 0.77 g¢ (2 Mole) 
pulverisierter 1l-Asparaginséure hinzugefiigt. Beim Erwiarmen erfolgt 
vollige Lésung, aus der nach dem Erkalten ein kristallinischer Niederschlag 
ausfallt. Er wird abgesaugt, durch sorgfaltiges Abpressen von der Mutterlauge 
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befreit und bei 110° getrocknet. Das Waschen mit Wasser muB vermieder 
werden. Der feste Korper ruft eine Bliuung von rotem Lackmuspapie: 
hervor. Die Ausbeute an ausgefallener Molekiilverbindung betrigt 0.4 
bis 0.5 g. 


Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahlin Proben verschiedener 
Darstellungen. 


0.1386 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 19,8 cem n/10 Séure, 
gefunden 20,01°, Stickstoff, 
0.1206 g Substanz verbrauchen nach Ayjeldahl 17,35 cem n/10 Saure, 
gefunden 20,16°, Stickstoff, 
0.0692 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 10,0 cem n/10 Séure, 
gefunden 20,24°), Stickstoff, 
0.0716 g¢ Substanz verbrauchen nach Ajeldahl 10,15 cem n/10 Saure, 
gefunden 19,9°,, Stickstoff, 
im Mittel gefundener Stickstoffwert 20,08 °.,; berechnet fiir eine Molekiil- 
verbindung der Zusammensetzung [1 d-Arginin + 2 |-Asparaginséure 
21/, Wasser}: 20,1. 
Bei einer anderen Art der Darstellung, die von der oben beschriebenen 
im wesentlichen nur durch die Menge des angewendeten Lésungsmittels 
und durch Zusatz der l-Asparaginsiiure in zwei Anteilen zu je 1 Mol (aut 
1 Mol d-Arginin) abweicht, wurde eine Verbindung der Zusammensetzuny 
1 d-Arginin + 11-Asparaginséiure + 2 Wasser erhalten: 
0,0805 g¢ Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 11,8 cem n/10 Séure, 
gefunden 20,53°,, Stickstoff, 
0,0501 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 7,35 ccm n/10 Saure, 
gefunden 20,55°, Stickstoff, 


berechnet fiir die Molekiilverbindung: [1 d-Arginin + 1| ]-Asparaginséure 
2 Wasser}: 20,4°, Stickstoff. 

Da®B der ausfallende K6érper tatsachlich eine Verbindung aus den 
beiden Komponenten darstellt, wird durch folgende einfache Uberlegung 
erhartet: Die Lésung entspricht in ihrer Zusammensetzung in bezug 
auf die beiden Aminosaéuren — einem Verhaltnis von einem Mol d-Arginin 
auf zwei Mole 1-Asparaginséiure. Der ausgefallene Stoff enthalt aber, ab 
gesehen von einem in diesem Zusammenhang nicht belangvollen Gehalt an 
(wahrscheinlich gebundenem) Wasser, die beiden Komponenten in dqv/- 
molekularem Verhialtnis, ist also gegeniiber der Zusammensetzung det 
Lésung, aus der er entstanden ist, wesentlich angereichert gerade an det 

im Gegensatz zur 1-Asparaginséure leicht léslichen Komponente, 
dem d-Arginin. Dieser Befund ist ohne die Annahme einer Verbindungs 
bildung zwischen beiden Aminosiuren unverstandlich. 


Darstellung der festen Molekiilverbindung aus d-Arginin 
und d-Glutaminsiure, 


0,52 ¢ (1 Mol) d-Arginin werden in 3 g Wasser gelést und zu der klaren 
Lésung 0,88 g (2 Mole) fein pulverisierter d-Glutaminsaure hinzugefiizt, 
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erwarmt. von ein wenig nicht in Lésung gegangener Saure abfiltriert und 
stehengelassen. Hierbei wird die ganze f liissigkeit von einer weiben Masse 
erfilllt; diese wird abgesaugt und von der Mutterlauge durch starkes Ab- 
pressen befreit. Es werden etwa 0,2 





g Substanz gewonnen. Die Molekul 
verbindung hat deutlich sauren Charakter; sie vertragt das Trocknen 


bel 
110° nicht. 


0.7947 g Substanz verbrauchen nach Ajeldahl 8,5 ccm n/l0O Saure, 
0.7947 g Substanz verbrauchen nach Ajeldahl 8.45 ¢cm n/10 Saure, 
gefunden im Mittel 14,9°,, Stickstoff; 


berechnet fiir eine Molekiilverbindung der Zusammensetzung: 
4 d-Glutaminsaure |: 14,7 °,. 


[1 d-Arginin 
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IV. Mitteilung: 
Leber- und Lipoidfunktion. 


Von 
J. Dahmlos. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik Greifswald. ) 


(Eingegangen am 4, September 1931.) 


Die im folgenden berichteten Versuche wurden mit der Absicht 
unternommen, Klarheit dariiber zu schaffen, aus welchen Griinden 
es zu der in den Permeabilititsstudien III] beschriebenen Wirkungs- 
umkehr auf die Wasser- und Kochsalzausscheidung durch die Nieren 
bei Kaninchen kommt, je nachdem die mit Wasser und Salmiak be- 
lasteten Tiere mit den gleichen Lipoiden gefiittert oder intravends 
injiziert werden. 

Die berichteten Versuche (1. c.), deren Einzelheiten nachgelesen werden 
miissen, hatten ergeben, daB von gleichschweren, quantitativ ernahrten, 
enteral mit gleichen Wasser- und Salmiakmengen belasteten und mit 
Cholesterin oder Lecithin intravenés injizierten Kaninchengruppen, die 
mit Cholesterin injizierten Tiere wesentlich héhere Wasser- und Kochsalz 
betrige durch die Nieren ausscheiden als die mit Lecithin injizierten. 
Das Ausfuhrplus an Wasser und Chlor betrug mehr als 100°, zugunsten 
der Cholesterintiere. 

Als aber am Ende eines 3 Monate lang durchgefiihrten Fiitterungs 
versuchs, wihrend dessen jedes Tier pro Tag 1 g Cholesterin oder Lecithin 
bekam, gleichschwere Kaninchengruppen in der gleichen Weise. wie oben 
berichtet, mit Wasser und Salmiak belastet wurden, zeigte sich paradoxet 
weise eine Wirkungsumkehr in dem Sinne, daB die Wasser- und Kochsalz 
ausscheidungen durch die Niere bei den mit Lecithin gefiitterten Tieren 
wesentlich héher waren als bei den mit Cholesterin gefiitterten. Das Aus- 
fuhrplus an Chlor und Wasser betrug jetzt mehr als 100°,, zugunsten de! 
Lecithintiere. 


Als Ursache fiir diese mit dem Applikationsmodus wechselnden 
Wirkungen von Cholesterin und Lecithin kann an eine mit der Ver- 
abreichungsart wechselnde 6rtliche Konzentration der untersuchten 
Lipoide gedacht werden. Wurden Cholesterin und Lecithin in den 
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oben genannten Versuchen (I. c.) Kaninchen intravenés injiziert, so 
wird ihre Serum-Cholesterinkonzentration schlagartig etwa um das 
fiinffache, die des Lecithins etwa um das dreifache vermehrt. Die 
physiologische Konzentration von Cholesterin im Kaninchenserum 
betragt 0,02°,., die des Lecithins 0,2° 
schweren Tieren etwa 100 ccm, die injizierten Cholesterin- und Lecithin- 


o die Serummenge bei den 2400 g 
mengen 0,16 und 0,4 g. Nach intravenésen Lecithininjektionen war das 
Blutserum noch 26 Stunden, nach den Cholesterininjektionen noch 
6 Stunden lang leicht lipimisch getribt. Es kommt auch nach Fiitte- 
rungen mit Einzellipoiden zu Lipamien und nach Cholesterinfiitterungen 
zu wesentlich starkeren lipamischen Triibungen als nach intravendsen 
Lipoidinjektionen. Von diesen Fitterungslipimien ist aber bekannt, 
daB die Menge des verfiitterten Lipoids im Blutserum nicht einseitig 
ansteigt, so wie wir das durch intravendse Lipoidinjektionen erzwangen, 
sondern dafS§ der gesamte Lipoidkomplex des Blutes bei Erhaltung der 
gegenseitigen Mengenverhaltnisse vermehrt ist. 

Wie wichtig es fiir die Funktionen des Protoplasmas ist, dab es von 
einem aquilibrierten Lipoidgemisch umspilt wird, wurde von Degkwitz 
an Paramiacien gezeigt, die er mit zelleigenen Einzellipoiden in Konzen- 
trationen bis zu 0,007°, téten und vor mehrfach tédlichen Dosen 
schitzen konnte, wenn er diese tédlichen Dosen in Lipoidgemischen 


0 


applizierte, deren Qualitat und gegenseitige Mengenverhiltnisse denen 
des Saugetierblutes entsprachen!. Parallel zu diesen Beobachtungen 
konnte Spranger? an roten Blutkérperchen zeigen, daB ihre Permeabilitat 
fiir Wasser, Sauren und Basen durch Einzellipoide stark veréndert, 
durch aquilibrierte Lipoidgemische aber erhalten wird und daB diese 
Lipoidwirkungen an den Zellgrenzschichten angreifen. 

Es kommt also sowohl nach Lipoidinjektionen als nach Lipoid- 
fiitterungen zu Lipimien, im ersten Falle aber zu einer Korrelations- 
stérung der Blutlipoide, wihrend diese im zweiten ausbleibt. Die diffe- 
renten Wirkungen von Cholesterin und Lecithin nach intravenésen 
Injektionen erscheinen auf Grund von Versuchen unter leichter tiber- 
blickbaren Bedingungen verstandlich (Paramacien, rote Blatkérperchen). 
Unverstandlich waren aber die differenten Wirkungen von Cholesterin- 
und Lecithinfiitterungen, wenn die Lipimien als Ursache betrachtet 
werden sollten. Bei den Fiitterungslipimien fehlt ja die Voraussetzung 
zu spezifischen Lipoidwirkungen: die Korrelationsstérung. 

Ist aber nach Lipoidfiitterungen die zur spezifischen Wirkung 
notwendige Korrelationsstérung nicht im Blute zu finden, so mu 


1 Degkwitz, Klin. Wochenschr. 48, 1929; Lipoidantagonismen, Ergebn. 
d. Physiol. 32. 
2 Spranger, diese Zeitschr. 218, 221, 1900. 
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sie in den Kérpergeweben gesucht und angenommen werden, dab eine 


einseitige Anhaufung des verfiitterten Lipoids in den Geweben diy 


Wirkungsdifferenzen zwischen Cholesterin- und Lecithinfiitterungen 
bestimmt. Die Anhaufung eines injizierten Lipoids im Blute gegeniibe: 
seiner einseitigen Konzentrierung in der Gesamtheit der Gewebe nach 
der Verfiitterung miBte dann die ceteris paribus beobachtete Wirkungs 
umkehr nach Lipoidfiitterungen und -injektionen bedingen. 

Es besteht aber noch eine andere Méglichkeit: daB es je nach de: 
Applikationsart zu einer Anhaufung der Lipoide in verschiedenen 
Kinzelorganen kommt und da darauf die beobachteten Wirkungs- 
differenzen zuriickzufiihren sind. Da bei Fiitterungen mit Einzellipoiden 
einer Korrelationsstérung der Blutlipoide durch eine der Belastungshéhe 
angepaBte Mobilisierung der anderen Lipoidsubstanzen begegnet wird. 
war der Gedanke naheliegend, daB es nach einseitigen Lipoidfiitterungen 
zu einer einseitigen Lipoidanhaufung und Korrelationsstérung in dem 
Organ kommt, das diesen Regulationsvorgang itiberwacht und dab eine 
solche lokale Korrelationsstérung die Wirkungsdifferenzen zwischen 
Lipoidinjektionen und -fiitterungen bedingt. Verstandlicherweise 
wurde dieser Regulationsort in der Leber vermutet, deren Sonderstellung 
im Lipoidhaushalt als Ausscheidungsorgan der cholesterinhaltigen Galle 
bekannt ist. 

I. Versuchsplan und Methodik. 


Um die Frage zu kliren, ob Sonderreaktionen zwischen den Lipoiden 
und der Leber fiir die Wirkungsdifferenzen von Cholesterin- und Lecithin- 
fiitterungen und _ Lipoidinjektionen- und _ -fiitterungen  verantwortlich 
gemacht werden miissen, wurde die Leber direkt von der Vena portae aus 
mit Wasser, Salzsiure und Bicarbonat belastet und eventuelle Abwand 
lungen der darauffolgenden Reaktionen durch vorherige Lipoidinjektionen 
in das gleiche GefaiB studiert. Als Indikatoren fiir die Vorginge im Leber- 
kreislauf wurden die Konzentrationsschwankungen der Serumtrocken- 
substanz und des Na, Cl- und NaHCO,-Gehalts in der Vena hepatica 
verwandt. Um etwaige spezifische Reaktionen zwischen Leber und Lipoiden 
fassen zu kénnen, wurden die gleichen Stoffe in der gleichen Weise in die 
Jugularis injiziert und die Reaktionsablaufe im Carotisblut mit den gleichen 
Indikatoren beobachtet!. Die in den Versuchen gebrauchten Kaninchen 
waren durchschnittlich 2400 g schwer, sie wurden auf einer Standardkost 
gchalten und hatten bei Versuchsbeginn 16 Stunden gehungert. 

Als Vehikel fiir die Lipoide wurde isotonische Traubenzuckerlésung 
aus zwei Griinden gewahlt. Cholesterin kann ohne Schutzkolloid nur in 
elektrolytfreies Wasser hoch dispers eingetragen werden, wahrend das in 
isotonischen Elektrolytlésungen nicht gelingt. Eine hohe Dispersitaét der 
injizierten Lipoide ist aber Voraussetzung fiir eine physiologische Wirkung 
von Lipoidsolen, ganz abgesehen davon, daB es fiir die Tiere gefahrlich 


' Operationstechnik und Ergebnisse s. Beckmann, Verh. d. Deutsch. 
Ges. f. innere Med. 1927; Zeitschr. f. exper. Med. 59. 67; Deutsch. Arch. f. 
klin. Med. 160, 164; Verhandl. d. Deutsch. Ges. f. innere Med. 1929. 
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und fiir den Versuch stérend ware, wenn die Dispersitat der Lipoide nicht 
hoch genug getrieben werden kénnte, um Embolien auch in den Kapillaren 
zu vermeiden. Es wurde daher den Kontrollen 20 cem isotonische Trauben- 
zuckerlésung injiziert und den Lipoidtieren die gleiche Menge, die aber 
in dem einen Falle 0,8°5 Cholesterin, im anderen 2° Lecithin enthielt, 
und dann die wirklichen Belastungen unmittelbar angeschlossen. 

Um Zell- und GefaéBschidigungen zu vermeiden, andererseits aber 
auch ausreichende Betrage von Saéure und Alkali applizieren zu ko6nnen, 
wurden die Elektrolyte in méglichst verdiinnter Lésung, wiederum in 
20cem H,O verabreicht und als Saure 20 cem n/l0 HCl + 0,2° NaCl, 
als Base 20 cem 2 “iger NaH CO,-Lésung injiziert. 

Die Saéure- und Basenbelastungen und das Studium tiber die Wirkung 
der Lipoide auf die darauffolgenden Reaktionen muBte also durch eine 
gleichzeitige hohe Wasserbelastung kompliziert werden, die unseres Er- 
achtens an sich nicht zu vermeiden ist, wenn man Saure oder Basen 
parenteral appliziert und Reaktionsabliufe beobachten will, die als 
physiologische in Frage kommen und wenn man so hohe Elektrolytbetrage 
verwendet, da® sicher meSbare Reaktionsausschlage erwartet werden 
kénnen. Die Notwendigkeit, Lipoidsole parenteral injizieren zu miissen 
und die Unméglichkeit, gut disperse Cholesterinsuspensionen héher als 
die angegebene konzentrieren zu kénnen, vermehrte im vorliegenden Falle 
den Zwang zur gleichzeitigen Wasserbelastung. Der Gang der Unter 
suchung muBte daher von vornherein dieser Zwangslage Rechnung tragen 
und versuchen, nach H,O + HCL und H,O + NaHCO,-Injektionen zu 
unterscheiden, was bei diesen Doppelbelastungen auf Kosten der Wasser 
und was auf die der Elektrolytwirkungen zu setzen war. Es wurde deshalb 
in einem Vorversuch den Kontrollen 20 cem isotonischer Traubenzucker 
und daran anschlieBend nochmals der gleiche Betrag injiziert, die Lipoid- 
tiere mit 20 cem Lipoidtraubenzucker- und daran anschlieBend mit 20 cem 
isotonischer Traubenzuckerlésung belastet und beobachtet, 1. wieviel von 
dem injizierten Wasser im Einzelfall im Blute bleibt, 2. wieweit es dem 
Organismus gelingt, die [sotonie seines Blutes zu erhalten und 3. St6rungen 
seiner Blutisoionie zu vermeiden. 

5, 25 und 50 Minuten nach der Injektion wurden aus der Hepatica oder 
der Carotis gleich groBe Blutmengen zur Analyse entnommen. Im folgenden 
werden nur die Erscheinungen 25 Minuten nach Untersuchungsbeginn im 
Interesse der Anschaulichkeit sowohl als wegen des Umstands besprochen, 
daB in der Regel 50 Minuten nach Versuchsbeginn das Bild im Prinzip 
das gleiche blieb, wie 25 Minuten nach ihm. 

Der Verwasserungsgrad des Serums wurde durch gewichtsanalytische 
Feststellungen seiner Trockensubstanz und deren Verainderungen bestimmt. 
Durch 44 Analysen im Hepatica- und 35 im Carotisblut wurde die mittlere 
Konzentration der Ausgangstrockensubstanz, Na-. Cl- und NaH CO,-Werte 
des Serums und deren gegenseitige Mengenbeziehungen festgestel!lt und 
in die folgenden Tabellen eingesetzt. 25 Minuten nach der Injektion 
der isotonischen Traubenzuckerlésung war, wie das auch von anderen 
Untersuchern beobachtet wurde, der Blutzuckerspiegel zur Norm = zurtick- 
gekehrt oder zum mindesten so weit gesunken, dai er die Bedeutung 
der Gesamttrockensubstanz des Serums als Indikator fiir den Umtang 
seiner Verwasserung nicht mehr verfalschen konnte. Da der Gesarmtwert 
der Serumtrockensubstanz 7200 bis 7700 mg-°., betragt und der Blutzucker 
daran nur mit etwa 100 mg-°,, beteiligt ist, kénnen Zuckerschwankungen 
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mit 100°, und mehr weder Serumverdiinnungen vortauschen noch vet 
bergen i. 

25 Minuten nach Versuchsbeginn war erwartungsgemaB in der Mehrzah| 
der Versuchsanordnungen die Hauptmenge des injizierten Wassers aus der 
Blutbahn verschwunden und aus dem in ihr zuriickgebliebenen Wasserrest 
der [sotonietrager Traubenzucker. Der Organismus muBte also Ionen ins 
Blut abgeben, um der drohenden osmotischen St6rung zu entgehen. Wie 
weit ihm das gelang, war aus den Differenzen in den Ausgangs- und Ind 
konzentrationen der Haupttrager des osmotischen Druckes im Blute, von 
Na und Cl, zu ersehen. 

Schwankungen in den Konzentrationen der Serumelektrolyte, wie sie 
in vivo beobachtet werden, kénnen ebensowenig wie Blutzuckerschwankungen 
die Bedeutung der Gesamttrockensubstanz des Serums als [ndikator fiu 
den Umtang der Blutwasserung beeinflussen. Ebenso wie die in den folgenden 
Tabellen aufgefiihrten Ausgangswerte Mittelwerte von einer gr6éBeren 
Reihe von Untersuchungen darstellen, sind die Endwerte in jedem Einzel- 
versuch das Mittel aus einer Reihe von Versuchen. In den Tabellen ist 
aufgezeichnet, um wieviel im Mittel die Stoffkonzentrationen um ihren 
mittleren Ausgangswert schwanken. Wegen der grolien Anzahl der Versuche 
muBte diese Darstellungsart gewahlt werden und auch wegen des Umstandes, 
daB bei der von Beckmann beschriebenen und auch von uns angewandten 
Operationstechnik genau dosierbar ist, was man den Tieren injiziert, und 
exakt analysiert werden kann, welche Stoffmengen im Blute vorhanden 
sind, die Gr6éBe des Operationsschocks aber, bei dem Zwang eine Kaniile 
durch den rechten Vorhof in die Vena hepatica einfiihren, die Bauchhéhle 
er6ffnen und an der Leber herummanipulieren zu miissen, eine Unbekannte 
in der Gleichung bleibt. Es wurden daher auch alle Tiere ausgeschieden, 
die kurz nach der Operation starben, waihrend der Operation sehr unruhig 
waren, und es wurden von dem Rest auch die nicht verwandt, deren Blut- 
werte ganz grob aus den Gruppenwerten herausfielen*. Die Na- und C\- 

' Das gleiche gilt von den lipamischen Triibungen des Serums im 
groBen Kreislauf 25 Minuten nach den Injektionen. Um diese Zeit ist die 
Hauptmasse der injizierten Lipoide bis auf eine leichte Triibung wieder 
verschwunden. Das Hepaticaserum bleibt auch unmittelbar nach Injek- 
tionen in der Vena portae vollig klar. 

2"Als Beispiel fiir das hier gebrauchte Vorgehen sollen die Na-Kon 
zentrationen in der Vena hepatica nach H,O + HCl-Injektionen in die 
Vena portae angeftihrt werden. Unter den Ausgangswert sanken: 

















Kontrollen Lecithintiere Cholesterintiere 
mg-°/» mg-°/9 mg-° » 
— 24.1 — 14.9 — 27,6 

26.5 — 14,9 — 27,6 
18,4 — 2 20,4 
— 17,2 — 32,2 24,1 

17,2 

— 16,1 

— 23,0 

— 17,2 

Mittelwerte: 


— 21,5 — 17,2 — 24,9 
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Jestimmungen wurden in der gebrauchlichen Weise mit einer Fehlergrenze 
von + | bis 15°, angestellt und zur Bestimmung der Serumalkalireserven 
Blut mit einer paraffinierten Spritze bei ruhig atmenden Tieren entnommen, 
unter Paraffin zentrifugiert und das Serum in der van Slykeschen Apparatur 
mit einer Fehlergrenze von 2°), analysiert. In dieser Weise wurden in 
einem Vorversuch der Umfang der Serumverwasserung, der osmotischen 
Stérung und an dem Verhalten der Na-, Cl- und NaHCO,-Werte die Ver- 
anderungen in der Blutisoionie und -isosmie festgestellt. 

Diese im Vorversuch erhobenen Befunde muBten nun als Grundlage 
fiir das Versténdnis der Reaktionsablaiufe nach Saure- und Basenbelastungen 
dienen. Es sollte auch in diesen Versuchen, ebenso wie nach Belastungen 
mit elektrolytfreiem Wasser festgestellt werden, 1. wieviel von dem inji- 
zierten H,O im Einzeltalle im Blute blieb, 2. wie weit es dem Organismus 
gelang. die Isotonie seines Blutes zu erhalten und 3. St6érungen der Blut- 
isoionie mOéglichst zu vermeiden. Dariiber hinaus muBte aber 4. festgestellt 
werden, wie der Organismus mit den injizierten Saéuren oder Basen unter 
der Wirkung der Lipoide und ohne sie in den. beiden Kreislaufgebieten 
umging. Das Hauptziel der vorliegenden Untersuchungen war ja, zu er- 
forschen, aus welchem Grunde es nach verschiedenen Applikationsarten 
von Cholesterin und Lecithin bei gleich hohen enteralen H,O + NH,CI- 
Belastungen zu hohen oder niedrigen Wasser- und Kochsalzausscheidungen 
durch die Niere kommt, oder anders ausgedriickt, aus welchem Grunde in 
dem einen Falle Wasser und Cl im Organismus retiniert und im anderen 
ausgeschieden wurden. 

Werden betrachtliche Mengen eines injizierten Stoffes im Organismus 
retiniert, so kann das fiir langere Zeit nur in Kérpergeweben der Fall sein. 
Im einleitenden Teile der vorliegenden Untersuchung war die Annahme 
gemacht worden, daB es nach Lipoidfiitterungen zu einer einseitigen An- 
haufung des verfiitterten Lipoids in der Leber, dadurch zu einer Beein 
flussung der Leberfunktion und auf diesem Wege zu den bei Lipoid- 
fiitterungen beobachteten Differenzen in der Nierenausscheidung und zur 
Wirkungsumkehr bei Fiitterungen und Injektionen der beiden unter- 
suchten Lipoide kommt. Es muB8te daher untersucht werden, ob aus den 
Abwandlungen der auf die direkten H,O + HCl-Injektionen in den beiden 
Kreislaufgebieten folgenden Reaktionen durch Cholesterin und Lecithin 
eine verschiedene Aufteilung des injizierten H,O + HCl auf Blut und Gewebe 
sichtbar wurde, aus der die verschieden hohen Nierenausscheidungen nach 
Verfiitterung verschiedener Lipoide und nach Lipoidinjektionen und 


Die voéllig aus der Gruppe herausfallenden eingeklammerten Werte 
bei den Lecithintieren wurden verworfen und von dem Rest ebenso wie bei 
den anderen Gruppen der Mittelwert bestimmt. Um wieviel nun bei den 
einzelnen Versuchsanordnungen die Endkonzentrationen um den mittleren 
Ausgangswert nach oben oder unten schwankten, wurde in den folgenden 
Tabellen durch Mittelwerte wie die vorliegenden ausgedriickt. Die Diffs 
renzen zwischen den Na-Werten bei den Kontrollen und Cholesterintieren 
sind im vorliegenden Falle freilich gering und an der Fehlergrenze liegend 
Ihre wesentliche Bedeutung gewinnen sie aber erst zusammen mit der 
Feststellung des Serumverwasserungsgrades, aus dem hervorgeht, in welchem 


Umfang und in welcher Richtung Ionenbewegungen stattgefunden haben. 
Im Zusammenhang mit Hvdraimien verschiedenen Grades gewinnen dann 
sehr nahe beieinanderliegende Werte ganz verschiedene Bedeutung. 
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-futterungen erklart werden kénnten. DaB ein cinfacher Vergleich de: 
Serum-Na-, Cl- und NaHCO,-Ausgangs- und Endwerte dariiber keine 
Auskunft geben kann, leuchtet ein. Bei einem ganz verschiedenen Aut 
teilungsmodus des injizierten Stoffes kénnten die prozentualen Ver 
anderungen der Ausgangswerte gleich, wegen verschiedener Verwasserungs- 
grade des Blutes aber die absolute Verteilung des injizierten Stoffes aut 
Blut und Gewebe ganz verschieden sein. Durch einen Vergleich des Aus 
gangs- und End Na-, Cl- und NaHCO,-Wertes kann lediglich festgestellt 
werden, ob der Organismus imstande ist, seine Blutisoionie und -isosmie aut 
recht zu erhalten, gleichgiiltig, auf welchem Wege er es versucht. AuBerden, 
ist zu bedenken, daB es sich im vorliegenden Falle um eine Kombinations 
belastung von Wasser und Elektrolyten handelt. DaB gleich hohe Be 
lastungen mit elektrolytfreiem Wasser zu ganz betrachtlichen Stérungen 
der Blutzusammensetzung und zu umfangreichen und in den verschiedenen 
Versuchsanordnungen ganz verschiedenen Ionenbewegungen fiihren, ist 
aus den folgenden Zahlen erkennbar. Es war daher prinzipiell zu unter 
scheiden, was nach H,O + HCl- und H,O + NaHCoO,-Belastungen auf 
Kosten der Wasser- und was auf die der Elektrolytbelastungen gesetzt 
werden muBte. Fiir die Deutung der auf die Séure- und Alkaliinjektionen 
folgenden Reaktionen muBte mit anderen Worten von den Erscheinungen 
ausgegangen werden, die ceteris paribus nach Injektionen gleich groBer 
isotonischer elektrolytfreier Wasserbetrige auftraten und lediglich die 
Differenzen zwischen den in beiden Versuchsanordnungen auftretenden 
lonenbewegungen als Séure- und Basenwirkungen bezeichnet werden. 
Aus welchen Griinden wir eine kombinierte Wasser- -+ Elektrolytbelastung 
anwandten, ist weiter oben erértert worden. 


Geht man von der sicher zulissigen Voraussetzung aus, daB bei den 
gleich schweren, gleich gefiitterten und gleich gehaltenen niichternen 
Versuchstieren die Blut- und Serummengen als wichtige Korperkonstanten 
gleich groB waren, so kann aus dem Sinken der Serumtrockensubstanz 
errechnet werden, wie viel von dem injizierten Wasser im Einzelfalle pro 
100 cem Serum in der Blutbahn zuriickblieb. Aus den Na-, Na HCO,- und 
Cl-Ausgangs- und Endkonzentrationen ist dann zusammen mit dem pro 
100 cem im Serum gebliebenen Wasserbetrag errechenbar, wieviel mehr 
oder weniger als die ursprungliche Menge von Na-, Cl- und NaHCO, in 
den ‘urspriinglich 100 cem Serum beim Versuchsende vorhanden war. 
d. h. wieviel in die Blutbahn eingewandert oder aus ihr abgewandert ist. 
Wurde im Hauptversuch, nach einer H,O + HCl-Belastung z. B. ein 
Chlorbetrag festgestellt, der gleich hoch iiber dem Ausgangswert lag, wie 
der bei H,O-Belastung gefundene, so muBte die gesamte injizierte Chlor 
menge aus dem Blute abgewandert sein. Das andere, praktisch nie ein- 
tretende Extrem wire. da8 der gesamte injizierte Chlorbetrag plus det 
ceteris paribus nach reiner Wasserbelastung ins Blut als eingewandert fest- 
gestellten Chlormenge im Serum aufgefunden wiirde. Zwischen diesen 
Extremen miissen die verschiedenen Differenzen zwischen den von det 
Ausgangskonzentration abweichenden Werten bei Wasser- und H,O + HCl- 
Belastungen als Ausdruck verschiedener Aufteilungsarten auf Blut und 
Gewebe betrachtet werden. 


Gegen dieses Vorgehen kénnte eingewandt werden, da dabei, zum 
wenigsten nach Injektionen von elektrolytfreiem Wasser, die Ilonen 
bewegungen als ein primarer, selbstandiger Vorgang angesehen wiirden, 
wihrend es im Gegenteil so sein kénnte, daB der Umfang der Serum 
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verwasserung und die Lipoidwirkungen auf diese Erscheinungen das primiire 
und die Lonenbewegungen ein sekundires Moment darstellen, und dab 
daher ein Vergleich zwischen den lonenbewegungen bei H,O- und H,O 
+ HCl-Belastungen nur dann NSchliisse auf eine spezifische Saurewirkung 
zulieBen, wenn der Verdiinnungseffekt des Serums in beiden Fallen der 
gleiche ist. Gegen diesen Einwand kénnte vorgebracht werden, dais auch 
im Vorversuch bei fast gleichen Verdiinnungseffekten die Menge der ins 
Blut einwandernden [onen recht verschieden sein und eine direkte Wirkung 
der Lipoide auf die Wasser- sowohl als die Elektrolytbewegungen mit an 
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann. 
Immerhin witirden die Ergebnisse des oben beschriebenen Vorgehens an 
Gewicht gewinnen, wenn sie noch durch eine zweite Methode bestitigt 
werden kénnten. Ein solcher zweiter Weg war der folgende, der im Prinzip 
auch von den verschiedenen Lonenbewegungen bei Wasser- und Wasser 
+ Elektrolytbelastungen ausgeht, die oben angefiihrten Einwande ver 
meidet und den in den verschiedenen Versuchsanordnungen verschiedenen 
Verwiasserungsgraden Rechnung tragt: Ks wurde bestimmt, wieviel ceteris 
paribus im Vorversuch iiber den errechneten Verdiinnungseffekt hinaus 
lonen von den Geweben ans Blut zum Ausgleich der osmotisehen 
Stérung abgegeben worden waren. 25 Minuten nach Versuchsbeginn 
war ein Teil des injizierten Wassers aus dem Blute und aus dem in ihm 
zuruckgebliebenen Wasserrest der Isotonietrager Traubenzucker  ver- 
schwunden. Der Organismus muBte also Lonen ins Blut abgeben, um der 
drohenden osmotischen Stérung zu entgehen. Wie weit ihm das gelang, 
war aus dem Verhalten der Haupttrager des osmotischen Druckes im 
Blute. von Na und Cl zu ersehen. An dem Sinken der Serumtrockensubstanz 
konnte errechnet werden, wie tief die Na- und Cl-Ausgangswerte hiatten 
absinken miissen, wenn nicht Na und Cl aus den Geweben ins Blut ein 
gewandert waren. Aus den errechneten und den de facto gefundenen Werten 
wurde der Umfang dieser lonenbewegungen ins Blut sichtbar. Im Haupt- 
versuch wurde nun die gleich groBe Wassermenge, aber mit einem Isotonie 
trager injiziert, der in der applizierten Form nicht im Blute bleiben konnte, 
weil er dessen aktuelle Reaktion auf schwerste bedrohte und der aus diesem 
Grunde ebenfalls zu lonenbewegungen AnlaB geben muBte, wie der nicht 
im Blute verbleibende Traubenzucker. Was nun im Hauptversuch nach 
Injektionen gleich gro®er isotonischer Elektrolytlésungen ceteris paribus 
von den Reaktionen des Vorversuchs abwich, die Unterschiede in den vom 
reinen Verdiinnungseffekt abweichenden lonenbewegungen, wurden als 
Elektrolytwirkungen angesehen und an ihnen das Schicksal des injizierten 
Chlors erkannt. Die auf diesem Wege erhaltenen Zahlen sind im folgenden 
nicht angefiihrt worden, sie geben aber von der Art der Aufteilung der injizierten 
Elektrolyte auf Blut und Gewebe das qleiche Bild wie der oben beschriebene 
Weg, dessen Zahlenresultate im folgenden niedergelegt sind. 


Unter der Voraussetzung, daB die den direkten Belastungen der beiden 
Kreislaufgebiete folgenden und eventuell durch Lipoide  beeinfluBten 
Stoffbewegungen und -verteilungen zwischen Blut und Geweben als 
Sekretionsreize auf die Niere wirken, wurden die 25 Minuten nach Versuchs- 
beginn beobachteten Stoffkonzentrationen des Serums in Gr6Benreihen 
angeordnet und dasselbe mit den Nierenausscheidungshéhen nach Lipoid- 
injektionen in den groBen Kreislauf und Fiitterungen und den in den beiden 
Fallen folgenden enteralen Wasser- und Wasser + Salmiakbelastungen 
getan. Die enteralen Salmiakbelastungen wurden dabei den parenteralen 
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Salzsdureinjektionen gleichgesetzt und die Differenzen in den Nieren 
ausscheidungen nach Lipoidinjektionen in die Ohrvene (Permeabilitits 
studien [II) mit den nach Jugularisinjektionen in der Carotis beobachteten 
Reaktionen und die Nierenausscheidungen nach Lipoidfiitterungen mit 
den nach Portainjektionen in der Hepatica festgestellten Stoffbewegunger 
in Beziehungen gesetzt. 

DaB die in den Permeabilitatsstudien ILI! beschriebenen Lipoid 
injektionen in die Ohrvene und die darauffolgenden enteralen Wasse1 
und Salmiakbelastungen mit den hier beschriebenen Lipoid-, Wasser- und 
Salzsdureinjektionen in die Jugularis vergleichbar sind und die Frag 
erhoben werden kann, ob Beziehungen zwischen den auf die Jugularis 
injektionen folgenden Stoffbewegungen zwischen Blut und Geweben und 
den in den Permeabilitatsstudien I1I beobachteten Nierenausscheidungen 
bestehen, leuchtet ein. Weniger zwingend erscheint zunachst die Annahme. 
daB die nach Lipoidftitterungen und enteralen Wasser- und Salmiak 
belastungen beobachteten Nierenausscheidungen in Beziehung zu den 
Stoffbewegungen in der Hepatica nach Injektionen in die Vena_portae 
stehen kénnten. Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war ja, einen 
solchen Zusammenhang erst zu erweisen! 

In den Permeabilitaétsstudien III war nach Lecithininjektionen 30, 
nach Cholesterininjektionen 6 Stunden lang und im vorliegenden Versuch 
nach Jugularisinjektionen wiaihrend der ganzen Versuchsdauer lipimische 
Triibungen des Serums zu beobachten. Das war nicht der Fall, wenn dic 
Lipoide in die Vena portae injiziert wurden. In diesem Falle blieb das Blut 
der Hepatica und das des grofen Kreislaufes klar. Die in den vendsen 
Leberkreislauf injizierten Lipoide waren also dort retiniert worden. Es ist 
méglich, daB sie auf einem anderen AbfluBweg (Galle) abtransportiert 
wurden, unmdéglich aber, das das bei der kurzen Beobachtungszeit restlos 
geschehen ist. Die Lipoide sind, wie die lang dauernden Lipamien nach 
parenteralen Injektionen in den groBen Kreislauf lehren, wesentlich schwere1 
transportabel als molekulardisperse Substanzen und das um so mehr, je 
héher ihre Dispersitat ist. Grob disperse Lipoide verschwinden als Frema 
kérper prompt aus dem Blute. Die vorliegende Versuchsanordnung bot 
also sichere Gewdhr dafiir, daB wir wahrend der 25 Minuten Beobachtungszeit 
die Folgen einer einseitigen Lipoidanhdufung und Korrelationsstérung ii 
der ‘Leber und nach Juqularisinjektionen eine solche im wesentlichen im Pluti 
und in anderen, noch nicht ndadher bestimmbaren Organgebieten des groper 
Kreislaufes festgestellt haben. 

Es war im einleitenden Teile die Annahme gemacht worden, der Unte1 
schied in den Nierenausscheidungen zwischen Lipoid-gefiitterten und -in- 
jizierten Tieren kénne méglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden, dali 
es sich bei den Injektionen um eine pl6étzliche Anhaufung und Korrelations 
stérung im Blute, bei der Fiitterung aber um die gleichen Momente in dem 
Organ handeln kénnte. das bei einer einseitigen Lipoidfiitterung die physio- 
logischen Lipoidkorrelationen im Blute aufrecht erhalt. Dieser Regulations- 
ort wurde in der Leber vermutet. Da nun Lipoidinjektionen in die Vena 
portae zu einer Lipoidretention in der Leber fiihren und dabei eine plétzliche 
Korrelationsst6rung in diesem Organ entsteht, konnte durch eine direkte 
Beobachtung des venésen Leberkreislaufes (Injektionen in die Vena portae 
Analyse des Hepaticablutes) die Wirkung einer Korrelationsstérung det 
Leberlipoide auf die Stoffwechsel regulierenden Funktionen dieses Organs 
und ihre eventuellen Zusammenhange zu den Nierenausscheidungshéhen 
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nach Fitterungen mit Einzellipoiden geprift werden. Es mubte nach 
Parallelitaten zwischen diesen beiden Erscheinungen gesucht werden, mit 
denen die oben angefiihrten Annahmen erwiesen werden konnten. Dieser 
Beweis muBte mit dem Nachweis gefiihrt werden, daB es je nach der Reten- 
tion von Cholesterin oder Lecithin in der Leber zu einer verschiedenen 
Retention des als Ausscheidungsreiz aut die Nieren wirkenden Stoffes im 
Leberkreislauf kommt. Welcher von den hier beobachteten Stoffen, H,O, 
Na, Cl oder NaHCO,, diese Rolle spielt, war nicht vorauszusehen, weil 
unser Wissen ber diese Zusammenhange noch auBerst unvollkommen ist. 
Es wurden daher zunachst GréBenreihen der einzelnen Stoffkonzentrationen 
im Hepaticablut und der H,O- und NaCl-Ausscheidungen und Cholesterin- 
und Lecithinfiitterungen aufgestellt. Das gleiche geschah dann mit den 
Stoffkonzentrationen in der Carotis nach Jugularisinjektionen und den 
Nierenausscheidungshéhen nach Lipoidinjektionen in die Ohrvene und den 
enteralen H,O — NH,Cl-Belastungen der Permeabilitatsstudien [11]. Aus 
diesen GréBenreihen muBte hervorgehen, welche Stoffkonzentrationen im 
Blute des groBen Kreislaufes die Héhe der H,O — NaCl-Ausscheidung 
durch die Niere bestimmt. Zeigte sich nun, daB nach Lipoidinjektionen in 
die Vena portae der Stoff, dessen Konzentrationshéhe im Blute des groBen 
Kreislaufes mit der Héhe der Nierenausscheidung zusammenfiel, unter 
der Wirkung des Cholesterins und Lecithins in verschieden hohem MaBe 
in der Leber retiniert wurde und das Lipoid seine Konzentration in der 
Hepatica am meisten verminderte, das bei Lipoidfiitterungen die niedrigste 
H,O — NaCl-Nierenausscheidung hervorrief, so konnte aus der Parallelitat 
der Erscheinungen geschlossen werden, da® es nach Fiitterungen mit 
Einzellipoiden zu ihrer einseitigen Anhaufung in der Leber und durch eine 
soleche Korrelationsstérung der Leberlipoide zu einer Abwandlung der 
Leberreaktionen mit den ihr durch die Vena portae zuflieBenden Stoffen 
kommt. Von dieser (:rundlage aus konnte dann die Frage gestellt werden, 
ob Injektionen des gleichen Lipoids in die Vena portae und Jugularis die 
Blutkonzentration des als Nierenausscheidungsreiz wirkenden Stoffes ver- 
schieden beeinfluBt und ob darauf die Wirkungsumkehr bei Lipoidinjektionen 
und -fiitterungen zuriickgeftihrt werden muB. 


Il. 
1. Wasserbelastung. 
Venoéser Leberkreislauf. 

Unter der Wirkung des Lecithins zeigt das aus der Hepatica ab- 
flieBende Blut den geringsten Verwisserungsgrad. Auch bei den 
Cholesterintieren ist der Verdiinnungseffekt geringer als bei den Kon- 
trollen. Die ,,regulierende“’ Wirkung des Cholesterins ist aber nicht 
annahernd so groB wie die des Phosphatids. In allen drei Fallen enthalt 
das Hepaticablut Na und Cl in anderen Konzentrationen, als es dem 
reinen Verdiinnungseffekt, gemessen an dem Sinken der Serumtrocken- 
substanz und einer proportionalen Konzentrationssenkung der beiden 
Ionen unter ihren Ausgangswert, entspricht. In jedem Falle strémen 
Na und Cl, die Hauptfaktoren zur Aufrechterhaltung der Isosmie, 
ins Blut an. 
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Unter der Wirkung der beiden Lipoide liegen die Serum-Na-Wert: 
den Ausgangskonzentrationen naher als die der Kontrollen, die Serum. 
Cl Konzentrationen sind etwa gleich groB. Durch die Anhéufung de: 
untersuchten Lipoide in der Leber ist also die Stérung der Isosmie des 
Blutes geringer als bei den Kontrollen. 


Die Differenzen zwischen den Ausgangs- und Endwerten und damit 
ein Bild von der St6érung des Blut-Wassergehalts, seiner Isosmie und 
Isoionie gibt die folgende Tabelle (absolute Zahlen s. Tabelle 8S. 119): 


Konzentrationsdifferenzen zwischen Ausgangs- und Endwerten. 





Kontrollen Cholesterintiere Lecithintiere 


Venéser Leberkreislautf. 

Serum Na ..... , — 29,2 mg-",, — 11,5 mg-”,, 12.1 ing- 
Sa BS: —206 , —182 , 
NaHCO;. .... —27,1 . se , + 5,4 

Trockensubstanz . | — 14% — 11°, 0,5 °, 

GroBer Kreislauf. 

Serum Na .. ‘ a —25,9mg-",, —23,8 

era e se aoe: 5 —174 , — 19,4 

NaHCO;..... G4 , + 18,56 


Trockensubstanz . » 0% 1,2 


GroBer Kreislauf. 


Ebenso wie im venésen Leberkreislauf ist im groBen der Serum- 
Wassergehalt unter der Wirkung des Lecithins am geringsten. 


‘Wihrend aber Cholesterin dort ebenfalls, wenn auch in geringem 
MaBe den Serum-Wassergehalt vermindert, entfaltet es im grofen 
Kreislauf kontrire Funktionen: Bei den Cholesterintieren ist die Ver- 
wasserung des Serums am umfangreichsten. 


In gleicher Weixe wie in der Hepatica strémen auch in das Carotis- 
blut zur Aufrechterhaltung der Isosmie Na und Cl ein. Im grofen 
Kreislauf sind zwischen den Lipoidtieren und den Kontrollen keine so 
groben Differenzen in den Na- und Cl-Konzentrationen und damit 
in der St6rung der Isosmie festzustellen wie im vendsen Leberkreislauf. 


Na und Cl werden in den verschiedenen Versuchsanordnungen 
nicht in aquivalenten Mengen vermindert gefunden. 


Die Veranderungen der Serumalkalireserven geben Auskunft dariiber. 
wieviel von dem Blut-Na durch Cl oder andere Anionen als HCO, gebunden 
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wurde, wie stark die Blutpuffer beansprucht und nach welcher Seite die 
aktuelle Blutreaktion verschoben zu werden die Gefahr ist oder verschoben 
wurde. Die gréberen Mengendifferenzen der bei den verschiedenen Versuchs- 
anordnungen ins Blut einwandernden Ionen lassen sich aus dem Ver- 
diinnungseffekt und ihren Ausgangs- und Endwerten errechnen. Wie aber 
die Differenzen in der Feinregulierung der Blutzusammensetzung mit und 
ohne Lipoide zustande kommen, ob diese Differenzen durch eine nicht 
aquivalente Abgabe von Na und Clans Blut, auf eine verschiedene Funktion 
des Atmungsventils oder auf dritte Faktoren zuriickzufiihren ist, kann in 
der vorliegenden Versuchsanordnung nicht exakt festgestellt werden. 
DaB das Nierenventil neben der Atmung auf die Feinregulierung der 
ionalen Blutzusammensetzung EinfluB nehmen kénnte, ist méglich, unmdég- 
lich aber, daB die verschiedenen Verwasserungsgrade des Blutes und die 
aus ihnen errechneten, verschieden groBen, ins Blut eingewanderten [onen- 
mengen auf verschiedene Nierenausscheidungshéhen zuriickzufiihren sind. 
Im groBen Kreislauf kommen bei der Kiirze der Beobachtungszeit dafii 
nur verschiedene Aufteilungen auf Blut und Gewebe in Frage. 


Vergleich zwischen venésem Leber- und groBem Kreislauf. 


Die Differenzen in den Stoffbewegungen innerhalb des vendsen 
Leberkreislaufs sind nicht auf einen so einfachen Nenner zu bringen. 


Wenn z. Bb. bei den Kontrollen die Verwasserung des Serums 25 Minuten 
nach einer gleich groBen Belastung im Blute der Hepatica um so viel groBer 
ist als in der Carotis, wie es in der vorliegenden Versuchsanordnung beob- 
achtet wurde, so kann diese Erscheinung nicht damit erklart werden, daB 
etwa das Lebergewebe das injizierte Wasser zunachst retiniert hatte, dann 
allmahlich wieder ans Blut abgibt und 25 Minuten nach der Belastung auf 
diesem Wege noch eine so starke Verwasserung herbeifiihren kénnte. Bei 
der Umlaufzeit des Blutes und dem hohen Anteil des in die Leber ge- 
langenden Blutes am Blutgesamtvolumen tiberhaupt. wiirde auch eine 
Retention des gesamten injizierten Wassers im Lebergewebe nicht ausreichen, 
um einen so starken Verdiinnungseffekt eine so lange Zeit hindurch zu 
ermoglichen. Die, verglichen mit dem Carotisserum, wesentlich stairkere 
Verwisserung des Hepaticablutes mu8 mit an Sicherheit grenzender Wahr- 
scheinlichkeit darauf zuriickgefiihrt werden, da8 es unter der Wirkung 
der Wasserbelastung zu einer Umschaltung des durch die Vena portae und 
Arteria hepatica der Leber zuflieBenden Wassers und zu einer Bevorzugung 
der Blutbahn als AbfluBweg gegeniiber den Lymph- oder Gallenbahnen 
gekommen ist. Zum mindesten ist diese Annahme die einfachste. An 
einen solchen Mechanismus muB gedacht werden, wenn lingere Zeit, wie 
im vorliegenden Falle, im Hepaticablut ein Plus an einer bestimmten 
Substanz gegeniiber den Konzentrationen im groBen Kreislauf bei gleichen 
Belastungshéhen gefunden wird. Der gleiche Regulationsmechanismus 
kommt in Betracht, wenn die Konzentration eines Stoffes ceteris paribus 
in der Hepatica niedriger ist als in der Carotis. Daneben mu8 in diesem 
Falle natiirlich auch an eine Retention durch das Lebergewebe gedacht 
werden, dessen Thesaurierungsfahigkeit bekannt ist. 


Bei den Kontrollen ist im venésen Leberkreislauf der Verwasserungs- 
grad héher, die osmotische Stérung aber etwa gleich groB wie in der 
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Carotis. Durch eine umfangreichere Mobilisierung von Na und Cl wird 
in der Leber die Insuffizienz, dem WasserstoB zu begegnen, auszugleichen 
versucht. Die Stérung der Isoionie ist dabei im Hepticablut gréBer als 
in der Carotis. Diese Erscheinungen haben mit dem Traubenzucke: 
als Isotonietrager und der speziellen Funktion der Leber als Glykogen- 
speicher offensichtlich nichts zu tun, weil sie nach Injektionen von 
isotonischen Galaktoselésungen die gleichen bleiben. 

Unter der Wirkung des Lecithins ist im Gegensatz zu den Kontrollen 
der Umfang der Blutverwasserung in der Hepatica gleich groB wie in 
der Carotis. Das Phosphatid hat die bei den Kontrollen beobachtete 
Insufficienz der Leber, mit dem Wasser so umzugehen, dab die geringst 
moégliche Stérung resultiert, ausgeglichen. In jedem der beiden unter- 
suchten Kreislaufgebiete war der Umfang der Blutverwasserung unter 
der Wirkung des Phosphatids am geringsten. Lecithin verringerte 
im venésen Leberkreislauf aber nicht nur den Verwasserungsgrad, unter 
seiner Wirkung waren auch die St6rungen der Blutisosmie und Lsoionie 
geringer als bei den Kontrollen. Im Carotisblut war von einer solchen 
Wirkung gegeniiber den Kontrollen nichts festzustellen. Der Vergleich 
zwischen Hepatica- und Carotisblut zeigt, daB im venésen Leberkreislaut 
unter der Wirkung des Lecithins die lsosmie und Isoionie des Blutes 
ceteris paribus weniger gestért werden als im groBben. 

Wahrend das Phosphatid in beiden Kreislaufgebieten den Ver- 
wisserungsgrad des Blutes verringert, wirkt das Sterin differenter. In 
der Leber verringert, im groBen Kreislauf vermehrt es die Hydramic. 
Innerhalb des Leberkreislaufs mildert es ebenso wie das andere Lipoid 
neben dem Umfang der Blutverwasserung die osmotischen und ionalen 
Stérungen des Blutes. Ebenso wie beim Lecithin ist innerhalb des 
groBen Kreislaufs von dieser Erhaltung der Isosmie und Isoionie gegeniiber 
den Kontrollen nichts zu merken. Es ist aber beim Vergleich zwischen 
Hepatica- und Carotisblut ebenso wie dort zu beobachten, daB der 
Ausgleich der osmotischen und ionalen Stérung der Blutzusammen- 
setzung in der Leber besser gelingt als im grofen Kreislauf. 


Errechnet man an dem Sinken der Serumtrockensubstanz, wieviel 
Wasser pro 100 ccm Serum in der Blutbahn zuriickgeblieben ist, und 
an der Hand der Elektrolyt-Ausgangs- und Endwerte, wieviel in den 
100 cem plus dem zuriickgebliebenen Wasserrest Elektrolyte enthalten 
sind und um wieviel die Ausgangsmengen vermehrt oder vermindert 
wurden, so ergibt sich folgendes Bild von dem Umfang der Stoffbewe- 
gungen zwischen Blut und Geweben (Tabelle 8.101). 

Ordnet man die unter der Wirkung der Lipoide beobachteten 
Stoffbewegungen in einem Schema an, orientiert man ihre Wirkung:- 
richtung an den Kontrollen und bezeichnet man mit o eine starkere 
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Vermehrung eines Stoffes im Serum iiber seinen Ausgangswert hinaus, 
als er bei den Kontrollen beobachtet wurde, und mit 9 eine schwiichere, 
so ergibt sich folgendes Bild: 





Leberkreislauf Grofier Kreislauf 


Cholesterin. . . a Na@ C1Q NaHCQ.c Nac’ Clo NaHCO, 
H,0 H,0¢ 

Lecithin. . . eae we Na 2 C12 NaHCOgc Na? C12 NaHCO, 9 
H,Hg H,O@ 


2. Sdurebelastung. 
Ven6éser Leberkreislauf. 

Ebenso wie nach der Belastung mit elektrolytfreiem Wasser ist 
unter der Wirkung der Lipoide das Hepaticablut weniger verwiissert 
als bei den Kontrollen. Wahrend aber in jener Versuchsanordnung 
die Lecithinwirkung die weitaus stirkste war, ist sie bei der kombi- 
nierten H,O + HCl-Belastung nur noch ebenso groB wie die des Chole- 
sterins. 

Die Stérung der Blutisoionie und Isosmie ist unter der Wirkung 
des Cholesterins am starksten, unter der des Lecithins am geringsten. 
Bei allen drei Gruppen ist die St6rung der Blutisoionie gréBer als ceteris 
paribus nach Belastungen mit elektrolytfreiem Wasser, die Stérungen 
der Blutisosmie bei den Kontrollen und Lecithintieren aber geringer, 
bei den Cholesterintieren héher als nach H,O-Belastungen. 


GroBer Kreislauf. 


‘Nach Belastungen mit gleich hohen, aber elektrolytfreien Wasser- 
betragen war der Verwasserungsgrad unter der Wirkung des Cholesterins 
am gréBten. Bei der kombinierten Wasser + Salzsiurebelastung 
wird dagegen, ebenso wie im vendsen Leberkreislauf, die Blut- 
verwasserung durch beide Lipoide verringert. Wahrend aber nach 
Salzsiurebelastungen in die Vena hepatica Cholesterin und Lecithin 
etwa gleich stark der Verwasserung entgegenwirken, ist im groben 
Kreislauf der Lecithineffekt weitaus der starkste. 


Die Stérung der Isosmie sowohl als der Isoionie ist bei den Kon- 
trollen am starksten, bei den Lecithintieren am geringsten. Verglichen 
mit den Erscheinungen nach reinen Wasserbelastungen ist durchweg 
die Stérung der Isosmie des Blutes wesentlich geringer, die Veranderung 
der Alkalireserve bei den Lecithintieren trotz der Salzsiurebelastung 
sogar geringer als nach Traubenzuckerinjektionen. 
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Konzentrationsdifferenzen zwischen Ausgangs- und Endwerten. 





Koutrollen Cholesterintiere Lecithintiere 


Vendser Kreislauf. 


Bare Be -c-s « <% 62 21,6 mg-°,, 24.49 mg-% 17.2 mg-"’,, 
SS a ee 55 . M43 6, oe ¢ 
hi WeaHCG, .... 483 . 544 , 214 =, 
a Trockensubstanz . - 1% 0,87 % 0,81 °,, 


Grober Kreislauf. 


Orem BO 4 se — 18,4 mg-°,, 12,6 mg-",, 16.7 mg-% 
a fa ee | a — (ly - oS 
" NaHCO, .... —244 , ibs. 24 ,. 
Trockensubstanz 0,84 °,, 07% 0,54 9, 


(Absolute Zahlen s. Tabelle auf S. 119.) 


Errechnet man an dem Sinken der Serumtrockensubstanz, wieviel 
Wasser pro 100 ccm Serum in der Blutbahn zuriickbleibt und an der 
Hand der Elektrolyt-Ausgangs- und -Endwerte, wieviel in 100 ccm 
Serum plus dem zuriickgebliebenen Wasserrest von den verschiedenen 
Stoffen enthalten ist und um wieviel die in den urspriinglichen 100 ccm 
Serum enthaltenen Mengen vermehrt oder vermindert wurden, so ergibt 
sich fiir die beiden Kreislaufgebiete folgendes Bild (Tabelle 8S. 104): 


Vergleiche zwischen venésem Leber- und groBem Kreislauf.’ 

Nach reinen Wasserbelastungen war bei den Kontrollen die Blut- 
verwasserung in der Hepatica gréBer als in der Carotis, die Stérung 
der Isosmie etwa gleich groB, die der Isoionie aber deutlich gréBer. 
Nach H,O + HCl-Belastungen sind die St6rungen im Blut wassergehalt, 
der Isosmie und Isoionie im venésen Leberkreislauf ebenfalls gréBer 
als in der Carotis. 

Nach reiner Wasserbelastung wurde unter der Wirkung des Chole- 
sterins die Insuffizienz der Leber, mit dem injizierten Wasser unter der 
geringst méglichen Stérung des Blutwassergehalts umzugehen, gemildert, 
im groBen Kreislauf aber die starkste Hydrimie produziert. 

Nach H,O + HCl-Belastungen drehen sich die Dinge um: Jetzt 
sind Verwasserung, osmotische und ionische Stérungen im vendsen 
Leberkreislauf die umfangreichsten. 

Unter der Wirkung des Lecithins war nach Wasserbelastungen der 
Umfang des Verdiinnungseffektes in beiden Kreislaufgebieten der gleiche, 
aber die osmotische Stérung in der Carotis deutlich die gréBere. Nach 
H,O + HCl-Belastungen sind dagegen Verwasserung, osmotische und 
ionische Stérungen der Blutzusammensetzung in der Hepatica gréBer 
als in der Carotis. Die bei reinen Wasserbelastungen beobachtete Rolle 
von Cholesterin und Lecithin in beiden Kreislaufgebieten kehrt sich also 
nach H,O + HCl-Injektionen um. 
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Weiter oben war angefuhrt worden, daB nach H,O + HCl-Be- 
lastungen ebenso wie nach H,O-Injektionen festgestellt werden sollte, 
wieviel in beiden Fallen von jedem Stoff uber oder unter den Ausgangs- 
wert hinaus im Blute vorhanden, also in ihm geblieben, aus ihm ver- 
schwunden oder eingewandert war. Mengendifferenzen in diesen lonen- 
bewegungen in den beiden Versuchsanordnungen sollten auf die 
Wirkung des injizierten Cl zuriickgefiihrt werden. Aus den ceteris 
paribus gegeniiber der Wasserbelastung vermehrten oder verminderten 
lonenbewegungen in beiden Richtungen sollte das Schicksal des in- 
jizierten Chlors und seine Verteilung auf Blut und Gewebe erkannt 
werden. Verschiedene Differenzen zwischen Wasser und H,O -+ HCI- 
Wert in den verschiedenen Versuchsanordnungen muBten dann die Ein- 
fliisse der einzelnen hier gepriiften Faktoren auf die Verwendung des 
injizierten Chlors zeigen. 

Der Vergleich zwischen venésem Leber- und grobem Koérperkreislauf 
zeigt, dap bei den Kontrollen in der Hepatica die Differenzen zwischen 
den bei Wasser- und H,O — HCl-Belastungen tber die jeweiligen 
urspriinglichen Mengen pro LOO ccm Serum hinausgehenden Chlor 
betragen geringer sind (+- 3 mg-°,) als in der Carotis (+ 9,4 mg-°,), 
dap also von dem injizierten Chlor im Leberkreislauf mehr aus dem Blut 
verschwunden ist als es im groBen Koérperkreislauf geschieht. Auch an 
den Differenzen der Na-Einwanderung ins Blut ist das geringere Ver- 
schwinden des injizierten Chlors aus dem Blute der Carotis ersichtlich. 
Unsere Befunde decken sich also mit den Beckmannschen insofern, 
als wir ebenfalls eine spezifische Rolle der Leber im Sinne eines Regu- 
lators feststellten, der ihm zuflieBende Sauremengen in den groBen 
Kreislauf einzudringen verhindert. Unsere Befunde weichen aber 
darin von den Beckmannschen ab, als wir, wahrscheinlich infolge der 
zusatzlichen gréBeren Wasserbelastung, eine spezifische Rolle der Leber 
fiir die Feinregulierung der Blutisoionie nicht festellen konnten (siehe 
Tabelle S. 106). 

Unter der Wirkung des Cholesterins verschwindet im vend-en 
Leberkreislauf das injizierte Chlor in viel starkerem Mabe als das bei 
den Kontrollen der Fall ist. Cholesterin erhdht also das natiirliche Ver 
mogen der Leber, ihr zujlieBende Sduren aus dem Blute zu eliminieren. Mit 
dem Chlor verschwindet unter der Wirkung des Sterins auffallig viel Na 
aus dem Blute oder anders ausgedriickt, es wandert unter der Wirkung 
des Lipoids bei H,O + HCI-Belastung wesentlich weniger Na ins Blut 
ein als ceteris paribus nach H,O-Injektionen. Die Alkalireserven 


sinken infolgedessen besonders tief unter die nach Wasserbelastungen 
beobachteten Werte. Im groBen Kreislaut steigern sich die in der He patica 
beobachteten Wirkungen des Cholesterins. Auch hier steigert das Chol 
sterin die Aufnahmefdhigqkeit der Gewehe fiir das injizierte Chlor. Vergleicht 
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man die Starke der Cholesterinwirkung in der Leber und im groBen Kreis- 
lauf, so sieht man, da ceteris paribus aus dem Carotisb'ut wesentlich mehr 
Chlor verschwindet als aus dem der Hepatica. Bei den Kontrollen lagen 
die Dinge gerade umgekehrt. 

Im Gegensatz zur Cholesterinwirkung vermindert das Lecithin das 
natirliche Eliminierungsvermégen der Leber fiir das injizierte Chlor. 
Na wandert in entsprechend hohen Mengen zur Neutralisation des im 
Blute verbleibenden Chlors aus den Geweben ein. Die Blutpuffer 
werden aber trotzdem nicht in ahnlich hohem MaBe in Anspruch ge- 
nommen wie bei den Cholesterintieren. Im groBen Kreislauf kommt es 
ebenfalls zu einer starken Erniedrigung der Aufnahmefahigkeit der Gewele 
fiir das injizierte Chlor. Wieder stiirzen aber die Alkalireserven nicht in 
dem MaBe ab, wie man es erwarten sollte. Jn der Hepatica verschwindet 
unter der Wirkung des Lecithins weniger Chlor als in der Carotis, im Gegen- 
satz zu den Erscheinungen bei den Kontrollen und parallel den bei den 
Cholesterintieren beobachteten. 


Im vendsen Leberkreislauf verschwindet also bei den Cholesterintieren 
am meisten, unter der Wirkung des Lecithins am wenigsten von dem 
injizierten Chlor aus der Blutbahn. Im groBen Kérperkreislauf liegen 
die Dinge ebenso. Vergleicht man die Erscheinungen in beiden Kreislauf- 
gebieten ceteris paribus, so wird bei den Kontrollen in der Leber, bei den 
Lipoidtieren im groBen Kreislauf mehr Chlor aus dem Blut eliminiert. 


Stellt man die Wirkungsrichtung der untersuchten Lipoide auf die 
Verteilung der injizierten Stoffe zwischen Blut und Geweben im 
Schema dar, bezeichnet man mit co ein héheres Stoffgefalle in das 
Blut hinein, als es bei den Kontrollen besteht, und mit @ ein ge- 
ringeres, so ergibt sich folgendes Schema: 





Leber Grofer Kreislauf 
Cholesterin. . ..... Na 2 C12 Na HCO,;9 Na 2 C12 NaHCO, 9 
H,O0¢ H,0 9 
RI se eS es Nao’ Clo’ NaHCO; oc Na + Clot NaHCOsc 
H,0 oc H,0¢c 


Aus diesem Schema geht hervor, daB der Organismus unter der 
Wirkung des Cholesterins und Lecithins in beiden Kreislaufgebieten 
in ganz kontrarer Weise mit dem injizierten Chlor umgeht und die Be- 
wegungen der anderen Ionen entsprechend andert. 


In welchem Umfang es bei dieser verschiedenen Abwehr der Chlor- 
belastung in den einzelnen Versuchsanordnungen gelingt, St6érungen 
der Isotonie des Blutes zu vermeiden, zeigen die Differenzen zwischen 
Ausgangs- und Endwerten in der Tabelle auf S. 103 und die 
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absoluten Konzentrationen in der Tabelle 8. 119. Stellt man dic 
Wirkungsrichtung der Lipoide auf die Feinregulierung der Isoionie de- 
Blutes, an den Kontrollen orientiert, im Schema dar (ct héhere Konzen- 
tration, Q niedrigere), so zeigt sich folgendes Bild: 





Lebei Grofer Kreislauf 


Cholesterin . 


2 CLY NaHCO,9 Nao Cl + NaHCO.c 
Lecithin . rou 


Na 
Nac! Clot NaHC Osc" Nac’ Clot NaHCO," 


Auch auf die Feineinstellung der Blutionen zur Aufrechterhaltung 
der aktuellen Blutreaktion wirken die Lipoide antagonistisch ein. 


3. Alkalibelastung. 
Venoéser Leberkreislauf. 

Im Gegensatz zu den Erscheinungen bei H,O- und H,O + HCi- 
Belastungen ist unter der Wirkung der Lipoide nach Bicarbonat- 
injektionen der Verwiasserungsgrad des Hepaticablutes gréBer als bei 
den Kontrollen. Cholesterin und Lecithin sind gleich stark wirksam 


Konzentrationsdifferenzen zwischen Ausgangs- und Endwerten. 
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Kontrolle Cholesterintiere Lecithintiere 


Vendser Leberkreislauf. 
Serum Ma . .« . . sss — 10, a ; ree 14,8 mg-", 
ws . 9 Se a bs — 15, sa 17,4 
ws NaHCO, .... - 2, E B 26,3 
Trockensubstanz . ¢ - 3 1,37 %, 
Grober Kreislauf. 
Seram Na ... «ss 20,1 mg-”, - 10,3 mg-",, 
‘1 eg ee 9,7 15,5 


a 
memcCO. .... - 20,1 a - 32,6 + 2, 
Trockensubstanz . — 0,88 °, 0,98 °,, 0,68 °,, 


Die Stérungen der Blutisosmie- und -isoionie sind unter de: 
Wirkung des Lecithins am gréBten. Bei den Cholesterintieren ist die 
osmotische Stérung am besten ausgeglichen, bei den Kontrollen eine 
Verainderung der Alkalireserven um ihren Ausgangswert trotz de 
hohen Bicarbonatbelastung nicht feststellbar. 


GroBer Kreislauf. 

Bei den H,O-Belastungen war der Verdiinnungseffekt im groBen 
Kreislauf unter der Wirkung des Cholesterins der gréBte und unter der 
des Lecithins weitaus der geringste. Diese Erscheinungen wiederholen 
sich bei der Bicarbonatbelastung. Nach HCl-Injektionen hatten beide 
Lipoide gleichmaBig der Blutverwasserung entgegengewirkt. 
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Die Stérung der Isosmie des Blutes ist in allen drei Versuchs- 
anordnungen etwa gleich grob. Ganz anders verhalt es sich mit dem 
Stérungsumfang der Biutisoionie. Sie ist unter der Wirkung des 
Lecithins, trotz der hohen Bicarbonatbelastung praktisch tiberhaupt 
nicht, am starksten aber bei den Cholesterintieren gestért. 

Errechnet man an dem Sinken der Serumtrockensubstanz, wieviel 
Wasser pro 100 ccm Serum in der Blutbahn zurtickblieb, und auf Grund 
der Elektrolyt-Ausgangs- und -Endwerte, wieviel in 100 ccm Serum 
plus dem zurtickgebliebenen Wasserrest von den einzelnen Stoffen 
enthalten ist und um wieviel die in den urspriinglichen 100 ccm Serum 
enthaltene Menge vermehrt oder vermindert wurde, so ergibt sich fiir 
die beiden Kreislaufgebiete das folgende Bild (Tabelie 8. 110). 


Vergleich zwischen venésem und groBem Kreislauf. 

Ebenso wie nach Belastungen mit H,O und H,O + HCl ist nach 
Injektionen von H,O + NaHCO, bei den Kontrollen die Verwasserung 
im Hepaticablut gréBer als in der Carotis. Wahrend aber dort die 
Stérung der Blutisoicnie im Hepaticablut gréBer war, ist sie nach Alkali- 
belastung geringer. Nach Wasserbelastung waren unter der Wirkung 
des Cholesterins die starksten Stérungen im groBen Kreislauf und bei 
H,O + HCl-Belastung im venésen Leberkreislauf zu beobachten. 
Nach Bicarbonatinjektionen ist wohl der Verwasserungsgrad in der 
Hepatica groéBer, die Stérung der Isosmie und Lsoionie aber geringer als 
in der Carotis. Auch bei den Lecithintieren ist im venésen Leberkreislauf 
der Verwasserungsgrad gr6Ber als in der Carotis, als Gegenstiick zur 
Cholesterinwirkung aber die Stérung der Isionie im groBen Kreislauf 
deutlich geringer. 

Bestimmt man in der gleichen Art wie oben nach H,O + HCl-Be- 
lastungen ceteris paribus die Differenzen zwischen Wasser- und Wasser 
+ Bicarbonatwerten und vergleicht man die GréBe dieser Differenzen 
in den verschiedenen Versuchsanordnungen miteinander, so erhalt 
man folgende Werte (Tabelle 8. 111). 

Ein Vergleich der Differenzen zwischen den H,O- und H,0 

NaHCQ,-Werten in Carotis und Hepaticablut bei den Kontrollen zeigt, 
daB in der Leber stdérker als es im groBen Kreislauf geschieht (22 mg-°,, 
gegeniiber + 26 mg-°,, in der Carotis) NaHCO, nach hohen Bicarbonat- 


belastungen retiniert wird, wie das schon vor uns von Beckmann (I. c.) 
festgestellt wurde. Das injizierte NaHCO, verschwindet in beiden 
Kreislaufgebieten und in der Leber um ein weniges mehr, so dag im Sinne 
von Beckmann von ciner spezifischen Rolle der Leber gerade noch ge- 
sprochen werden kann. Wesentlich gréBer wird aber dieses Regulations- 
vermégen der Leber unter der Wirkung der Lipoide. 
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Lnter der Wirkung des Cholesterins verschwindet deutlich meh; 
NaHCO, aus dem Blut der Hepatica als bei den Kontrollen, wahyend 
verglichen mit diesem Na und Cl in hohen Konzentrationen im Blut: 
auftreten. Offensichtlich handelt es sich dabei um eine Austauschreaktion 
der Anionen HCO, und Cl und einen Abtransport des injizierten Na 
auf dem Blutwege, wahrend bei den Kontrollen vorwiegend NaHCo, 
als solches retiniert wird. Im groBen Kreislauf verschwindet bei den 
Cholesterintieren ebenfalls mehr NaHCO, als bei den Kontrollen 
Kin Vergleich der Na- und Cl- Beweqgungen in der He patica und der Carotis 
bei Kontrollen und Cholesterintieren zeigt, daB in jedem der beiden Fall: 
in jedem der beiden Kreislauigebiete die Art, wie der Organismus der 
Bicarbonatbelastung begegnet, verschieden ist: Bei den Kontrollen ver 
schwindet im Leberkreislauf vorwiegend das injizierte NaHCO, als 
solches, im groBen Kreislauf findet, wie die hohen Na- und Cl-Werte 
zeigen, in gréBerem Umfang eine Austauschreaktion zwischen Cl und 
HCO, und ein Verbleiben des Na im Blute statt. Bei den Cholesterin- 
tieren steht in der Leber die Austauschreaktion im Vordergrund, im 
groBen Kreislauf dagegen verschwindet das Bicarbonat als solches. 
Ein Vergleich zwischen Hepatica und Carotis zeigt, daB unter der Wirkung 
des Cholesterins ebenso wie bei den Kontrollen im Leberkreislauf mehr 
NaHCO, verschwindet als im groBen. 

Aus dem Hepaticablut verschwindet unter der Wirkung des Lecithins 
das meiste NaHCO,. Ebenso wie bei den Cholesterintieren steigen 
die Na- und Cl-Werte des Serums als Zeichen dafiir an, daB das injizierte 
Na nach einem Austausch seines Anions gegen Cl auf dem Blutwege 
abtransportiert wird. Auch im groBen Kérperkreislauf verschwindet 
das meiste NaHCO, unter der Wirkung des Lecithins aus dem Blute. 
In der Leber wurde bei beiden Lipoidgruppen das injizierte HCO, 
gegen Cl ausgetauscht und das injizierte Na als NaCl auf dem Blutwege 
abtransportiert. Unter der Wirkung des Cholesterins anderte sich 
dieser Modus im groBen Kreislauf, wahrend er bei den Lecithintieren 
erhalten bleibt. 

In der Leber verschwindet unter der VW irkung des Lecithins am meisten, 
bei den Kontrollen am wenigsten von dem injizierten NaHCO, aus dem 
Blute. Im groBen Kérperkreislauf bleibt dieses Verhditnis erhalten. In 
der Leber greifen beide Lipoide gleichsinnig in die Reaktion des Organismus 
auf die Basenbelastung ein und rufen eine Austauschreaktion zwischen 
den Anionen HCO, und Cl und einen Abtransport des injizierten Na 
auf dem Blutwege hervor, wahrend bei den Konrrollen das injizierte NaH CO, 
vorwiegend als solches aus dem Blute eliminiert wurde. Im groBen Kérper- 
kreislauf wirken die beiden Lipoide antagonistisch auf die Verwendung 
des injizierten NaHCO, ein: Unter der Wirkung des Cholesterins 
verschwindet das injizierte NaHCO, als solches aus dem Blute, wahrend 
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unter der Wirkung des Lecithins Chlor mobilisiert wird, ein Austausch 
der Anionen HCO, und Cl stattfindet und das injizierte Na vorwiegend 
im Blute bleibt. 


Stellt man die Wirkungsrichtung der untersuchten Lipoide auf die 
Verteilung der injizierten Stoffe zwischen Blut und Geweben im Schema 
dar, bezeichnet man mit o ein starkeres Stoffgefalle in das Blut hinein 
als es bei den Kontrollen besteht und mit 9 ein geringeres, so ergibt 
sich folgendes Schema: 





Venéser Leberkreislauf Grober Kreislauf 
Cholesterin Nao Clo NaHCO, 2 H,0c Na 29 C1 2 NaHCO, 2 HO 9 
Lecithin Nao Clo’ NaHCO; 9 H,O¢ Nac’ Clo NaHCO, 2 H,0c¢ 


Das Schema zeigt, dab die Lipoide im venésen Leberkreislauf 
die Verwendung des injizierten NaHCO, gleichsinnig beeinflussen, 
im groBen Kreislauf dagegen in ausgesprochen kontrarer Weise. 

In welchem Umfang es dem Organismus bei diesen verschiedenen 
Abwehrmechanismen der Bicarbonatbelastung gelingt, St6rungen der 
Isosmie seines Blutes zu vermeiden, zeigen die Differenzen zwischen den 
Na- und Cl-Ausgangs- und -Endwerten in den Tabellen auf 8. 108. 
Stellt man die Wirkungsrichtung der Lipoide auf die Feinregulierung 
der Isoionie des Blutes an den Kontrollen orientiert, im Schema dar 
(o héhere Konzentration, 9 niedrigere Konzentration), so zeigt sich 
folgendes Bild: 





Venéser Leberkreislauf Grober Kreislauf 
Cholesterin Nao Clot NaHCO, 9 Nac’ Clo NaHCO; 
Lecithin . Na 2 (1+ NaHCO, 9 Nao’ (lo NaHCO, Q 


Die Wirkung der Lipoide auf die Stoffbewegungen zwischen Blut 
und Geweben nach H,O-, H,O+ HCl- und H,O + NaHCO,-Be- 
lastungen als Schemata noch einmal nebeneinander gestellt, ergibt 
folgendes Bild: 


Wasserbelastung. 


o& Eine gréBere Menge als bei den Kontrollen ist im Serum eingewandert. 
Eine geringere Menge als bei den Kontrollen ist im Serum eingewandert. 





Leberkreislauf GroBer Kreislauf 


Cholesterin Na+ Cl 2 NaHCO, co H,0 Q Na ot Clot NaHCO; co HO 
Lecithin . Na@Cl 2 NaHCO, c H,O 9 Na 2 C1] 2 NaHCO, 2 HU Q 
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Wasser- + Salzsaurebelastuny. 
co Ein starkeres Grefalle in das Serum hinein als bei den Kontrollen. 2 Ei: 
schwacheres Gefalle in das Serum hinein als bei den Kontrollen. 





Leberkreislauf GroBer Kreislauf 


Cholesterin Na 9 C1Q NaHCO; 9 HO Na 9 C12 NaHCO; 2 H,0 2 
Lecithin . Nac’ Clo NaHCO; co HO Na+ Clo’ NaHCO; ¢ H,O oc 


Wasser- Bicarbonat belastung. 





Leberkreislauf Grober Kreislauf 


Cholesterin Nao Clot NaHCO; 2 H,0 0c a+ pe - va HCOs 2 HyO Q 
Lecithin. Nac Clot NaHCO, 2 H,0c ro Clot NaHCO, 9 H,O co 


Bei der Belastung mit elektrolytfreiem Wasser zeigt das Schema, 
daB erwartungsgemaB das Gefaille von Na und Cl von den Geweben 
nach dem Blute, entsprechend ihrem Charakter als Haupttrager des 
osmotischen Druckes im Blut, der Aufteilung des injizierten Wassers 
auf Blut und Gewebe im groBen und ganzen parallel gebt. Die Seite 98 
angefiihrten Einzeldaten zeigen aber, daB trotz annahernd gleicher 
Blutverwasserung die Bewegungen der Einzelionen im Blute recht 
verschieden sein kénnen, dab also mit anderen Worten die Lipoide 
sowohl die Wasser- als die Elektrolytbewegungen direkt beeinflussen. 

Werden die Tiere mit elektrolythaltigem Wasser belastet, gleich- 
gultig, ob es sich um HCl- oder NaHCO,-Lésungen handelt. so dreht 
sich bei jedem Lipoid und in jedem Kreislauf die Wasserbewegung 
um. Wo bei reiner Wasserbelastung weniger Wasser als bei den Kon- 
trollen im Blute blieb, ist nach Saure- oder Bicarbonatinjektionen die 
Hydramie gréBer und umgekehrt. Fragt man, ob dieser Umkehr der 
Wasserbewegung auch eine entsprechende Umkehr des Elektrolyt- 
gefilles folgt, so ist das fiir den groBen Kreislauf erwartungsgemail 
im groBen und ganzen zu bejahen. Bei der Kirze der Beobachtungszeit 
greift das Nierenventil als Regulator noch nicht fiihlbar ein, das injizierte 
Wasser wird zwischen Blut und Geweben aufgeteilt, und aus dem Be- 
streben des Organismus, den osmotischen und ionalen Stérungen 
seines Blutes zu begegnen, resultiert eine im groBen und ganzen der 
Wasserverteilung parallelgehende Verteilung der injizierten Elektrolyte 
auf Blut und Gewebe. Da aber auch hier die Lipoide direkt auf die 
Ionenbewegungen einwirken und innerhalb des Gesamtbildes sicher 
greifbare Abwandlungen der Einzelreaktionen hervorrufen, zeigen die 
Vergleiche zwischen den einzelnen Graden der Hydrimie und der 
osmotischen und ionalen Stérungen in den Tabellen 8. 103 und 108. 
Auch im venésen Leberkreislauf folgt der Umkehr der Wasserbewegung 
bis auf einen Fall eine Umkehr der Ionenverteilung auf Blut und Gewebe. 
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Unter der Wirkung des Cholesterins ist nach Salzsaurebelastungen 
der Verwasserungsgrad des Hepaticablutes gréBer als bei den Kon- 
trollen, das Na- und Cl-Gefalle in das Serum aber trotzdem geringer, 
das Na-Gefalle sogar so gering, dab trotz der niedrigen Serum-Chlor- 
konzentration die Alkalieserven stark abfallen. Auf die komplizierte 
Situation im Leberkreislauf, wo nicht nur, wie im groBen, eine Ver- 
teilung der injizierten Stoffe auf Blut und Gewebe in Frage kommt, 
sondern eine Umschaltung und Abwandlung der ihr zuflieBenden 
Stoffe, eventuell auf dem Gallenwege ins Daimlumen und damit zunichst 
aus dem Organismus hinaus, wurde chen hingewiesen. Trotzdem 
bleibt diese Diskrepanz ein vollweitiger Beweis dafiir, daB die beiden 
Lipoide Cholesterin und Lecithin auch in dieser Versuchsanordnung, 
wie in anderen, die Wasser- und lonenbewegung direkt beeinflussen 
und antagonistische Wirkungen entfalten. 


Ordnet man die Stoffkonzentiaticuen im Hepaticablut nach H,O 
+ HCl-Injektionen in die Vena portae in GréBenreihen an und ebenso 
die Héhe der H,O- und NaCl-Ausscheidungen durch die Niere nach 
Cholesterin- und Lecithin-Fiitterungen mit nachfolgenden enteralen 
H,O + NH,Cl-Belastungen, so ist daran zu erinnern, daB bei den 
Lipoidfiitterungen Kontrollgruppen mit dem = gleichen Grundfutter 
wegen Stallmangels nicht vorhanden waren und die Kontrollen zu 
den lipoidinjizierten Tieren nicht verwendbar sind, weil die Grundkost 
in beiden Fallen leichte Unterschiede zeigte Es kénnen also nur mit 
Cholesterin und Lecithin in die Vena portae injizierte und cholesterin- 
und lecithingefiitterte Tiergruppen untereinander verglichen werden, 
was aber fiir die aufgeworfene Fragestellung ausreicht. 


Konzentrationen in der Vena hepatica nach parenteralen 
H,O + HCl-Belastungen des vendésen Leberkreislaufes. 


H,O = Kontrolle > Cholesterin > Lecithin 
Na = Lecithin > Kontrolle > Cholesterin 
Cl = Lecithin > Kontrolle > Cholesterin 


Nierenausscheidung nach Cholesterin- und Lecithinfiitterungen 
nach enteralen H,O + NH,Cl-Belastungen. 


H,O =: Lecithin > Cholesterin 
NaCl = Lecithin > Cholesterin 
Die Héhe der Wasser- und Kechsalzausscheidungen durch 
die Niere geht den Na- und Cl-Konzentrationen des Hepaticaserums 
parallel. 
Es werden nun die Stoffkonzentrationen im Carotisserum nach 
Jugularisinjektionen und die Nierenausscheidungshéhen nach Lipoid- 


R* 
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injektionen in die Ohrvene und enteralen H,O + NH,Cl-Belastungen 
miteinander verglichen, um festzustelien, ob die gleichen Beziehungen 
zwischen der Wasser- und Kochsalzausscheidung durch die Niere 
und den 25 Minuten nach direkten Belastungen des groBen Kreislaufs 
in der Carotis beobachteten Stoffkonzentrationen bestehen wie in der 
Hepatica. 


Konzentrationen in der Carotis nach parenteralen H,O + HCl- 
Belastungen des groBen Kreislaufes. 
H,O = Kontrolle > Cholesterin > Lecithin 
Na = Cholesterin > Lecithin > Kontrolle 
Cl Lecithin > Cholesterin > Kontrolle 


Nierenausscheidung nach Cholesterin- und Lecithininjektionen 
in der Ohrvene und enteralen H,O + NH,Cl-Belastungen. 
H,O = Cholesterin > Lecithin > Kontrolle 
NaCl = Cholesterin > Lecithin > Kontrolle 


Zwischen den 25 Minuten nach direkten Belastungen des venésen 
Leber- und des groBen Kreislaufes beobachteten Stoffkonzentrationen 
des Hepatica- und Jugularisserums und den Nierenausscheidungshéhen 
nach Lipoidfiitterungen und -injektionen besteht ein gemeinsames 
Moment, wenn man die den direkten Belastungen des venésen Leber- 
kreislaufs folgenden Stoffbewegungen in der Hepatica mit den Nieren- 


ausscheidungshéhen nach Lipoidfiitterungen und die in der Carotis 
beobachteten mit den Nierenausscheidungen nach Lipoidinjektionen 
in die Ohrvene (Permeabilitatsstudien IIT) in Beziehung setzt: Die Hohe 
der Wasser- und Kochsalzausscheidungen durch die Niere geht der 
Na-Konzentration im Blute der beiden Kreislaufsysteme parallel. 
Auch bei Belastungen mit elektrolytfreiem Wasser gibt es einen gemein- 
samen Faktor im Carotis- und Hepaticaserum, der den Wasseraus- 
scheidungshéhen nach Lipoidinjektionen und -fiitterungen und den 
darauf folgenden enteralen Wasserbelastungen parallel geht: Die Hohe 
der Hydraimie bestimmt in beiden Fallen die Héhe der Wasseraus- 
scheidung durch die Niere. Da es bei Wasser- und Wasser + Chlor- 
belastungen nicht der gleiche Stoff ist, dessen Konzentration im Blute 
der Héhe der Nierenausscheidung parallel geht, ist nicht weiter ver- 
wunderlich. Als wesentlich erscheint aber, daB auch in dieser Versuchs- 
anordnung ein gemeinsames Moment aufzufinden ist. 

Da in beiden Fallen, nach direkten Belastungen des groBen und des 
vendsen Leberkreislaufs eine gemeinsame Beziehung zwischen den 
25 Minuten danach beobachteten Stoffkonzentrationen im Serum der 
beiden Kreislaufgebiete und den Nierenausscheidungshéhen der Per- 
meabilitatsstudien IIT nach Lipoidfiitterungen und -injektionen besteht, 
die Leber als Ausscheidungsorgan fiir Cholesterin dient, eine enterale 
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NH, Cl-Belastung de facto eine Cl-Belastung darstellt, nach Cholesterin 
injektionen in die Vena portae besonders viel Na in der Leber retiniert, 
nach Lecithininjektionen in das gleiche GefaB besonders viel aus- 
geschwemmt wird, niedrigere und héhere Na-Konzentrationen im Blute 
des groben Kreislaufs mit hohen oder niedrigen Wasser- und Kochsalz- 
ausscheidungen durch die Niere einhergehen und bei Cholesterin- 
fiitterungen nach Wasser- und Salmiakbelastungen wesentlich weniger 
Wasser und Kochsalz durch die Niere ausgeschieden wird als nach 
Fiitterungen mit Lecithin, wird der SchluB gezogen, daB es nach 
Futterungen mit Einzellipoiden zu einer Anstauung der verfiitterten 
Lipoide in der Leber und zu einer Abwandlung der Leberfunktion 
kommt, wie sie nach direkten Lipoid- und Salzsaureinjektionen in die 
Vena portae beobachtet wurden und da darauf die Unterschiede in 
der Nierenausscheidung nach Cholesterin- und Lecithinfiitterungen 
mit nachfolgendem enteralem H,O + NH,Cl-Belastungen zuriick- 
zufihren sind. 

Fragt man nun, ob die Na-Konzentrationen des Serums nach 
Injektionen in die Vena portae und Jugularis von den gleichen Lipoiden 
in kontrirer Weise beeinfluBt werden, um eine weitere Stiitze fiir den 
oben gezogenen SchluB und eine Erklarung fiir die Wirkungsumkehr 
auf die Nierenausscheidungshéhen nach Cholesterin- und Lecithin- 
fiitterungen und -injektionen zu bekommen, so ist diese Frage durch 
einen Vergleich der Na-Konzentrationsreiben nach Lipoidinjektionen 
in die Vena portae und Jugularis zu beantworten. 

Hepatica: Lecithin > Kontrolle > Cholesterin 
Carotis: Cholesterin > Lecithin > Kontrolle 

Eine einseitige Cholesterinanhaufung in der Leber, wie sie bei 
direkten Injektionen in die Vena portae und offensichtlich auch nach 
Cholesterinfiitterungen auftritt, fihrt ceteris paribus, verglichen mit 
der Lecithinwirkung nach Cl-Belastungen zu einer Retention von Na 
in die Leber. 

Eine einseitige Anhaufung von Cholesterin im Blute und den Ge- 
weben des groBen Kreislaufes fiihrt bei Cl-Belastungen zur héchsten 
Na-Konzentration im Blute des groBen Kreislaufes. 

Da die Na-Konzentrationen im Hepaticablut und in der Carotis 
den Wasser- und Kochsalzausscheidungen durch die Nieren nach 
Lipoidfiitterungen und -injektionen parallel] gehen und die Na-Konzen- 
trationen im Blute je nach der Anhaufung des gleichen Lipoids in den 
groBen oder den venésen Leberkreislauf in ganz kontrarer Weise beein- 
fluBt werden, kénnen die Nierenausscheidungsdifferenzen nach Chlor- 
belastungen bei cholesterin- und lecithingefiitte-ten und -injizierten 
Tieren mit diesen Erscheinungen erklart werden. 
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Zusammenfassung. 


Cholesterin und Lecithin direkt in die Vena portae injiziert, werden 
in der Leber retiniert. Das Hepaticablut bleibt frei von lipaimischen 
Tribungen. Injiziert man die gleichen Lipoide in die Vena jugularis, 
so ist das Carotisblut wahrend der ganzen Versuchsdauer lipimisch 
getribt. Daraus kann geschlossen werden, daB es im ersten Falle zu 
einer lokalen Lipoidanhaufung und Korrelatignsstérung in der Leber 
und im zweiten im Blute und den Geweben des groBen Kreislaufs 
kommt. 

Es bleibt nur ein geringer Betrag von den injizierten Lipoiden 
im Blute des groBen Kreislaufs. Die Hauptmenge verschwindet aus ihm 
und wird entweder auf die Gesamtheit der Gewebe verteilt oder in einem 
Organ besonders angehauft. Dieses Organ kann nicht die Leber sein. 
weil Lipoidinjektionen in die Vena portae mit den darauf folgenden 
Lipoidretentionen in der Leber den Organismus in ganz anderem Sinne 
beeinflussen als Cholesterin- und Lecithininjektionen in den groBen 
Kreislauf. Weitere Untersuchtingen miissen Aufklarungen tiber die 
Verteilung der in die Vena jugularis injizierten Einzellipoide schaffen. 

Sowohl die in der Leber retinierten als im Blute und den Geweben 
des groBen Kreislaufs angehauften Einzellipoide beeinflussen bei paren- 
teralen Wasserbelastungen die Verteilung des injizierten Wassers auf 
Blut und Gewebe und Umfang und Art der auf die Wasserinjektionen 
folgenden Ionenbewegungen. Im groBen Kreislauf ist die Wirkung 
von Cholesterin und Lecithin nach Injektionen von elektrolytfreiem 
isotonischem Wasser auf die Cl-Verteilung zwischen Blut und Geweben 
eine ausgesprochen antagonistische, wahrend die beiden Lipoide im 
venésen Leberkreislauf gleichsinnig das Retentionsvermégen der Leber 
fiir H,O erhéhen 

Die Wirkung von Cholesterin und Lecithin ist nach parenteralen 
H,O + HCl-Injektionen auf die Verteilung des injizierten Chlors auf 
Blut und Gewebe und auf die Feinregulierung der Blutisionie in beiden 
Kreislaufgebieten eine véllig kontrare. Cholesterin erhéht, Lecithin 
verringert die Aufnahmefahigkeit der Gewebe fiir das injizierte Chlor. 

Nach Bicarbonatbelastungen erhéhen die beiden Lipoide gleich- 
sinnig, wenn auch quantitativ verschieden, das Aufnahmevermdégen 
der Leber fiir NaHCO,, indem sie eine Austauschreaktion zwischen den 
Anionen HCO, und ©] hervorrufen. Im groBen Kreislauf ist die Wirkung 
der beiden Lipoide auf das Schicksal des injizierten NaHCO, eine 
antagonistische. Auch auf die Erhaltung der Blutisionie wirken die 
beiden Lipoide in beiden Kreislaufgebieten in kontrarer Weise ein. 

Die unter der Wirkung von Cholesterin und Lecithin beobachtete 
Verteilung des in die Vena portae und jugularis injizierten Chlors 
auf Blut und Gewebe und dié¢ darauffolgenden sekundiren Ionen- 
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bewegungen geben eine Erklarung fiir die in den Permeabilitats. 
studien IIJ beobachteten Unterschiede in den Wasser- und Kochsalz- 
ausscheidungen durch die Nieren nach Cholesterin- und Lecithin- 
fitterungen und -injektionen und enteralen H,O + NH, Cl-Belastungen. 
Aus den Beziehungen der 25 Minuten nach direkten Belastungen im 
Serum der beiden Kreislaufgebiete beobachteten Stoffkonzentrationen 
zu den Nierenausscheidungshéhen wird der SchluB gezogen, daB es 
bei Verfiitterungen von Einzellipoiden zu einer Anhaéufung des ver- 
fiitterten Lipoids in der Leber und zu einer Abwandlung der Leber- 
funktionen in dem oben beschriebenen Sinne kommt. 

In der vorstehenden Tabelle sind die Ausgangswerte und ihre in den ein- 


zelnen Versuchsanordnungen beobachteten Konzentrationsschwankungen 
aufgefiihrt. 
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Uber das Pufferungsvermégen von Phosphatiden. 


Von 
W. Fabisch. 
(Aus der Universitaéts-Kinderklinik Greifswald. ) 
(Eingegangen am 4. September 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. 

Die Rolle, welche EiweiBkorper und Elek trolyte als Puffersubstanzen 
im menschlichen und tierischen Organismus spielen, ist bekannt. Weniger 
bearbeitet ist dagegen die Frage, ob eine dritte groBe Korperklasse, 
die der Fette und Lipoide, einen Einflu8 auf die Aufrechterhaltung 
der physiologischen H-Ionenkonzentration hat. Rein formal ware 
ein Natriumstearat-Stearinséurepuffer durchaus denkbar, nur scheitert 
die Pufferwirkung dieses Systems im Organismus an der nahezu neu- 
tralen Reaktion, die im Organismus herrscht und bei der das Natrium- 
stearat nicht existenzfahig ist. Anders steht es schon mit K6rpern 
wie den verschiedenen Lecithinen, die eine freie saure Gruppe (an der 
mit dem Glycerin veresterten Phosphorsdure) und eine freie basische 
Gruppe (an der quartaren Ammoniumbase Cholin) tragen. Eine Puffer- 
wirkung dieser ampholytartig gebauten Verbindungen, deren Struktur 
einen Vergleich mit den als gute Puffer bekannten Aminosauren, 
Polypeptiden und EiweiBen und deren COOH- und NH,-Gruppen 
nahelegt, ware schon eher vorstellbar. So erwihnt auch Thannhauser', 
daB das Lecithin als einer der wesentlichsten Puffer der Zellmembran 
anzusehen sei. 


Im folgenden wurde untersucht, wie weit eine derartige Ansicht 
zutreffend ist. 


1 Stoffwechsel und Stoffwechselkrankheiten 1929, S. 489. 
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Ii. Methodisches und Arbeitsplan. 


Zu einem Teil der Versuche wurde reinstes Lecithin von Merck, das 
in braunen Glasampullen in N-Atmosphaére eingeschmolzen war, durch 
Schiitteln in mit Stickstoff gesattigtem Wasser zur Lésung gebracht, und 
zwar in einer Konzentration von 1/,°., d.h. etwa '/;;, mol. Zu je 25 cem 
dieser Lésung wurden steigende Mengen n/200 HCl und NaOH zugefiigt 
und die Anderung des px verfolgt. Die pa-Messung geschah mit der Chin- 
hydronelektrode, da eine Messung mit der H-Elektrode sich als unméglich 
erwies. In reinen Lecithinlésungen wird namlich an dem platinierten Platin 
in Gegenwart des Wasserstoffs das Lecithin sehr schnell! hydriert. Zum Ver 
gleich mit diesen Lecithinlésungen wurden ?/,;, mol. Citrat- und Acetat- 
puffer von dem gleichen px in entsprechender Weise mit Saéure und Lauge 
versetzt, ferner eine etwa 2°,ige Lésung von Eieralbumin. Das Eier 
albumin (Merck) wurde vorher bei seinem isoelektrischen Punkt gegen 
destilliertes Wasser dialysiert und hatte einen Aschegeha!lt von 0,3" 
Um eine sicher ungepufferte Lésung als Vergleich zu haben, wurde eine 
verdiinnte HCl-Lésung von dem gleichen px (der px dieser Lecithin- 
lésungen lag zwischen 4,5 und 4,6) in der entsprechenden Weise be- 
handelt. Weitere Versuche wurden vorgenommen mit einem unreineren 
Lecithin (Lecithol von Riedel) und einem Rohkephalin, das uns von Herrn 
Klenk in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt worden war. Als 
Eiwei8puffer wurde diesem eine 2°,ige Lésung von isoelektrischer Gelatine 
(hergestellt nach Loeb)! gegeniibergestellt 


Eine weitere Reihe von Versuchen wurde derart vorgenommen, da8 
zu je 10cem der erwahnten Lésungen steigende Mengen von Wasser bis 


zu dem zehnfachen Volumen (d.h. insgesamt 90 ccm Wasser) zugefiigt 
wurden und die Anderung des px gemessen wurde. Eine gut gepufferte 
Lésung andert ihren px weniger beim Verdiinnen als eine weniger gut ge- 
pufferte. Die Versuche stellen also eine Erganzung der ersten iiber das 
Pufferungsvermégen, gemessen an der py-Anderung bei Saure und Laugen- 
zusatz, dar. 

Jeder Versuch wurde in mindestens zwei, meistens mehr Parallelen 
angesetzt. Die aus den Einzelwerten errechneten Mittel sind im fol- 
genden graphisch dargestellt. Die Anfangs-pqy der Lésungen zeigten 
Abwejchungen von den im Text angegebenen Werten von maximal +- 0,03 px. 
Auch die Differenzen zwischen den einzelnen Werten im Verlauf der Versuche 
hielten sich in diesen Grenzen, waren aber in den meisten Fallen noch 
geringer. GréBer waren sie nur in den Séure- und Laugeversuchen mit 
den Salzsiure- bzw. Natriumchloridlésungen. Doch waren hier die px 
Spriinge so grofi, daB auch die etwas gr6éBeren Abweichungen nicht ins 
Gewicht fallen. Die einzelnen zu den 25cem der Lésungen zugefigten 
Saure- oder Laugemengen betrugen 0,5 bzw. 1 cem, nur in den Fallen, in 
denen dadurch bereits sehr starke py-Anderungen auftreten, werden Mengen 
von 0,3 bis 0,2 cem Saéure und Lauge zugefiigt. Die bei der gewahlten 
Versuchsanordnung erfolgende Vergr6Berung des Volumens der Ausgangs- 
lésung, somit deren Verdiinnung und die schon dadurch erfolgende Ver- 
ainderung des pq wurde nicht in Rechnung gezogen, denn, wie sich aus den 
unter e) ausgefiihrten Verdiinnungsversuchen ergibt, liegt diese Anderung 
unterhalb der Fehlerbreite der Methode. So bewirkt beim Lecithin die 


' Die EiweiBkérper, 8.40. Berlin 1924. 
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Verdiinnung auf das doppelte Volumen eine pr-Anderung von 0,12, also 

hatte man fiir die tblichen Versuche mit maximaler Verdiinnung um }), 
etwa 0.02 pq in Rechnung zu setzen. 

ma 

Es wurden im allgemeinen zu den 25 ccm der untersuchten Lésung 

bis zu 5 cem der n/200 Séure oder Lauge zugefiigt, doch war das in einzelnen 

Laugenversuchen nicht méglich, da bereits durch 2 bis 3 cem Lauge der px 

auBerhalb des MeBbereichs des Chinhydrons kam. Gemessen wurde immer 
nur bis zu einem pr von 7,6 bis 7.7. 


lil. Ergebnisse. 
a) Versuche mit Sdurezusatz. 

In diesen Versuchen wurden ?/,° ,ige Lésungen von Lecithin und 
Lecithol- Riedel, m/150 Acetat- und Citratpuffer vom py 4,6 und 4,2, 
2° Eieralbumin vom pg 4,6 und eine 3,1.10~5n HCl vom pg 4,5 
mit n/200 HCl versetzt. Der px der Lecithinlésung betrug 4,6, der der 
Lecithollésung 4,15. Betrachtet man die Abb. 1, so sieht man, daB 
erwartungsgemaB die geringste Pufferwirkung die HCl entfaltet, ganz 
eng darauf folgt schon die Lecithinkurve, d.h. die Lecithinlésung ver- 
halt sich hier nicht viel anders als die ungepufferte Salzsiure. Das 
unreinere Lecithinpraparat, das Lecithol, andert seinen pq unter dem 
Saurezusatz schon weniger, und ganz schwach werden die Anderungen, 
wenn man zu den wirklichen Puffern kommt, nimlich dem Citrat, 
Acetat und Eieralbumin. Bei diesem betragt die py-Anderung nach 
Zusatz von 5cem der Saure 0,25 
gegeniiber 1,4 beim Lecithin. 
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Abb. 1 
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b) Versuche mit Laugenzusatz (Abb. 2). 


In entsprechender Weise wurden an denselben Lésungen die 
Versuche mit Zusatzen von n/200 NaOH durchgefiihrt. Hier sind die 
bei den Saureversuchen bereits bemerkbaren Unterschiede noch viel 
starker ausgepragt. Auch hier liegen die Kurven der (ginzlich un- 
gepufferten) HCl, des Lecithins und des Lecithols nahe beieinander, 
und zwar in der gleichen Reihenfolge wie bei den Séureversuchen 
Viel groBer ist aber hier der Zwischenraum, der diese Kurvengruppe 
von den Kurven der Acetat- und Citratpuffer und des Eieralbumins 
trennt. So andert bei Zusatz von 2 ccm der NaOH das Eieralbumin 
seinen pu um 0,1, wahrend der des Lecithins um etwa 3,1 verschoben 
wird. NaOQH-Mengen tiber 2 ccm ergaben beim Lecithin bereits Werte, 
die auBerhalb des MeBbereichs lagen. 


c) Sdureversuche, ausgehend von py 7,4 (Abb. 3). 
Bei den bisherigen Versuchen lag der Ausgangs-pxu zwischen 4,2 
und 4,6, also im schwach sauren Gebiet. In einigen Versuchen ist jetzt 
noch gezeigt, wie sich die Anderung des py verhalten wiirde, wenn der 
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Abb. 3. 


Ausgangs-px etwa bei 7,4 liegen wiirde, also im Bereich der aktuellen 
Reaktion des Blutes. Zu diesem Zweck wurde die Lecithin- und Eier- 


albuminlésung sowie eine n/100 Natriumchloridlésung mit Natronlauge 
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auf etwa diesen px gebracht und dann n/200 HC! in der gleichen Weise 
wie bisher zugegeben. Man sieht auch hier, wie es sich ja ohne 
weiteres aus den vorherigen Versuchen ergibt, daB die Kurven der 
ungepufferten NaCl-Lésung und des Lecithins in steilem Anstieg nahe 
beieinander verlaufen, waihrend das Eieralbumin den pg durch die 
Saure sehr viel weniger verindern l|aBt. So verschiebt sich der 
pu der Lecithinlésung durch 2ccm der Salzsiure um etwa 3,2, der 
der Albuminlésung um 0,25. 


d) Versuche mit Kephalin (Abb. 4 u. 5). 


Der pa der Kephalinlésungen lag etwas weiter im Alkalischen 
als der der Lecithinlésungen, und zwar bei 6,4. Zum Vergleich 
wurden hier verwendet eine 2°,ige Gelatinelésung, eine 1/,°,ige 
Lésung von Lecithin und eine n/100 NaCl-Lésung, die alle mit 
Natronlauge auf einen px von 
etwa 6,4 gebracht wurden. 
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Aus den Kurven ist ersichtlich, daB sich das hier verwandte Ke- 
phalin als ein etwas besserer Puffer zeigt als das Lecithin, dab es aber 
immer noch weit entfernt ist von der Pufferungsfihigkeit eines Eiweib- 
kérpers. in diesem Falle der isoelektrischen Gelatine. Dieses Bild 
zeigen sowohl die Versuche mit Saure- wie mit Laugenzusatz, die hier 
im einzelnen nicht mehr besprochen werden sollen. 
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e) Verdiinnungsversuche (Abb. 6). 


Als AbschluB dieser Reihe seien noch einige Verdwnnungsversuche 
angefiihrt. Hierbei wurden je 10 ccm einer 3,1 . 10-® n HCl (pu 4,5), 
2°%ige Lecithin- und Lecithollésung, n/150 Acetatpuffer von dem 
gleichen pg, sowie eine 2°%,ige Eieralbuminlésung mit destilliertem 

Wasser auf 100 ccm verdiinnt. Dab die 
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ya Resultate bei der Salzsaure nicht ganz 
Ur den theoretisch zu fordernden entsprechen 
(der py andert sich bei der Verdiinnung anf 


das Zehnfache nur um 0,6, wahrend eine 
Anderung um 1,0 zu erwarten gewesen 


ware), erklart sich aus der Schwierigkeit 

des Arbeitens mit diesen sehr schwach 

sauren und ungepufferten Lésungen. 

Gleiche Einwainde kénnen vielleicht auch 

bei den anderen ungepufferten Lésungen 

zu machen sein. Dennoch kann man diese 

oat A EE Me Versuche zum mindesten qualitativ ver- 

ao eas 7 werten, vor allem, da die Ergebnisse ganz 

Abb. 6. in der Richtung der Versuchsreihen a 

bis d liegen. Auch hier bilden die Kurven 

der HCl, des Lecithins und des Lecithols eine Gruppe und zeigen 

einen weit steileren Anstieg als die des Acetatpuffers und des Eier- 

albumins, d.h. die puffernden Eigenschaften der drei erstgenannten 

sind viel geringer als die der beiden letzten, was bei der Salzsaure zu 

erwarten und bei dem Lecithin auf Grund der vorhergehenden Ver- 
suche zu beweisen war. 
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Ty. 

Erwagt man auf Grund der Ergebnisse der Versuche die eingangs 
gestellte Frage, ob das Lecithin un] verwandte Kérper als Substanzen 
mit wesentlicher Bedeutung fiir die Pufferung der Zellen anzusprechen 
sind, so kommt man zu einer verneinenden Antwort. Sicher ist immer 
das EiweiB, das auch in der Zellmembran neben den Lipoiden vor- 
handen ist, der bei weitem bessere Puffer. Will man sich ein Bild davon 
machen, welche Bedeutung bei Vorliegen eines guten und eines schlechten 
Puffers in ein und derselben Lésung einem jeden der Puffer fiir die 
Regulation des px zukommt, so ergibt sich das leicht aus folgender 
Uberlegung: Eine gewisse Menge H-Ionen entstehe oder verschwinde 
in dem genannten System. Die ps-Anderung werde zunachst zu einem 
geringen Teil durch den schlechteren Puffer verhindert, es bleibt aber 
immer noch ein gréBerer Teil dieser Anderung, der nicht gepuffert 
ist, zuriick, und die Pufferung dieses gréBeren Anteils wird von dem 
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besseren Puffer tibernommen. Man sieht also, daB in dem erwahnten 
Falle immer der bessere Puffer den Ausschlag gibt. Ubertragt ma.i diese 
Uberlegungen auf den Fall, daB eine Zelle Eiwei8 und Lecithin als 
puffernde Substanzen enthalten soll, so ergibt sich, daB den Hauptwert 
das EiweiB und nicht das Lecithin fiir die Aufrechterhaltung der aktuellen 
Reaktion besitzen mu8. Diese Uberlegungen galten fir den Fall, daB 
die beiden Puffer, also hier EiweiB und Lecithin, in gleicher Menge vor- 
handen sind, was vielleicht fiir die Zellmembran, sicher nicht fiir das 
Innere einer Zelle gilt. Hier iberwiegt sicher der bessere Puffer, namlich 
das EiweiB. Und somit wachst auch die Bedeutung des EiweiBes und 
sinkt die des Lecithins fiir die Aufrechterhaltung des py. Bei allen 
diesen Uberlegungen ist noch von dem anderen bedeutenden Puffer- 
system, den Elektrolyten, abgesehen, die den Wert der Lecithine als 
Puffer noch weiter zuriickdringen. Man muB namlich noch folgendes 
bedenken: Die py-Anderungen innerhalb einer Zelle werden immer 
durch leicht wasserlésliche Salze oder Gase (CO,) hervorgerufen. Es 
werden also in erster Linie die gut wasserléslichen Puffer zur Aufrecht- 
erhaltung des px herangezogen werden, und das sind die Elektrolyt puffer 
und dann die EiweiBe. Eine Lecithinlédsung in Wasser ist von einer 
echten Lésung viel weiter entfernt als 7. B. eine Gelatinelésung. Dem- 
gemaB wird das Lecithin in der Zelle neben den beiden anderen genannten 
Puffersystemen nur eine geringe Rolle bei der Aufrechterhaltung des 
pu spielen kénnen. 
V. 

Es bleibt noch die Frage zu erértern, weshalb das Lecithin ein so 
schlechter Puffer ist, wihrend es doch auf Grund seines Molekiils eine 
ganz gute Pufferfahigkeit besitzen konnte. Der Grund hierfir ist darin 
zu suchen, daB das Lecithin keine Salze zu bilden vermayg, weder mit 
Saéuren noch mit Basen. Durch beide wird das Lecithin gespalten, 
zu einer Salzbildung kommt es nie. Nur einmal wird von Thudichum 
(zit. nach Thierfelder und Klenk)! erwihnt, daB er ein Chlorid des 
Lecithins erhalten hatte, jedoch konnte dieser Befund von keinem der 
Nachuntersucher wieder erhoben werden. Nun beruht die Fahigkeit 
einer Verbindung, Verinderungen der H-Ionenkonzentration zu puffern, 
darauf, daB diese Verbindung mit geringer elektrolytischer Disso- 
ziation mit einer stark dissoziierten Saiure oder Base ein Salz bildet. 
Dieser Mechanismus ist beim Lecithin offensichtlich unméglich, da ja 
das Jecithin ‘iberhaupt nicht zur Salzbildung befahigt ist, somit ist 
auch aus diesem Grunde eine Pufferwirkung des Lecithins und ver- 
wandter Substanzen nicht zu erwarten. 


. 


! Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide, 8. 85/86. Berlin 1930, 
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VI. 

Da in den Untersuchungen von Dahmlos und Sole ein EinfluB 
des Lecithins auf den Chloridhaushalt nachgewiesen werden konnte, 
so wurde in einer letzten Versuchsreihe untersucht, ob diese Beein- 
flussung etwa einfach darauf zuriickgefiihrt werden kénnte, daB das 
Lecithin Cl-Ionen bindet. Die Untersuchungen wurden so durchgefiihrt, 
daB 1/,°%ige Lésungen von Lecithin Merck mit bestimmtem Cl-Gehalt 
hergestellt und die Cl-lonenkonzentrationen elektrometrisch bestimmt 
wurden. Dabei war eine Beschrinkung auf den Bereich von n/10 bis 
n/1000 Chlorid notwendig, da einmal Chloridkonzentrationen tiber 
n/l0 die Lecithinlésungen sehr schnell zum Ausflocken brachten, 
andererseits die 1/,°%,igen Lecithinlésungen selbst einen Chlerionen- 
gehalt von etwa n/1000 hatten, so daB geringere zugefiigte Chlorid- 
mengen daneben nicht mit der nétigen Genauigkeit nachweisbar ge- 
wesen waren. Als Chlorid wurde das KCl verwendet. Gemessen wurde 
in der tiblichen Weise gegen eine n/10 KCl-Elektrode. 


Tabelle I. 





Normalitit Cl-Ionen Normalitait Cl-Ionen 
—_— ee a Fehler | Mittel des Fehler | Mittel des 


berechneter gefundene Fehlers berechneter gefundene Fehlers 
Wert Werte 0 Wert Werte 0 





10 
0,001 — 0,00099 0,01 0,0103 495 
0,00102 re 0,0102 - 


0,002 0,00189 E 0,02 0,0211 | 0 
0,00211 0,0189 


“0,004 —-0,00426 | 004  0,0394 
000425 +6 00392 


0,006 0,0055 0,06 0,0601 
0,0061 0,0581 


0,008  0,00769 0,08 00806 +1 
000812 4 0.0806 +1 


Wie aus der Tabelle [ ersichtlich ist, wurden von jeder Konzen- 
tration Doppelbestimmungen ausgefiihrt und ihre Abweichungen von 
dem berechneten Werte in Prozenten ausgedriickt. Es ergab sich, daB 
die gemessenen Werte mit den berechneten, soweit es die Genauigkeit 
der Methode iiberhaupt gestattet, iibereinstimmen. Die gréBte Ab- 
weichung nach oben betrug. als Mittel aus zwei Bestimmungen, 6%, 
die gréBte nach unten 4%. Alle anderen Werte lagen noch naher an 
den berechneten. 

Das in Wasser geléste Lecithin besitzt also nicht die Fahigkeit, 
Chlorionen zu binden. 


1 Dahmlos u. Solé, diese Zeitschr. 227, 401, 1930. 
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Zusammenfassung. 

Wasserige Lecithinlésungen wirken nur als sehr schwache Puffer, 
sofern die in den Versuchen beobachtete Pufferwirkung nicht iberhaupt 
auf Beimengungen zu dem Lecithin zuriickzufiihren ist, was durch 
Versuche an unreinem Lecithin nahegelegt wird.  Ejiweiblésungen 
von sicher geringerer molarer Konzentration und Elektrolytpuffer 
von etwa der gleichen Molaritaét verhindern die Anderung des py nach 
der sauren wie nach der alkalischen Seite sehr viel besser. Es wird 
daher das Lecithin im Organismus neben den dort vorhandenen Elek- 
trolyt- und EiweiBpuffern nur eine ganz untergeordnete Rolle bei der 
Aufrechterhaltung der aktuellen Reaktion spielen kénnen. Der Grund 
fiir dieses Unvermégen des Lecithins und verwandter Korper ist der, 
daB das Lecithin weder mit Saéuren noch mit Basen Salze zu bilden 
vermag. 

Das Lecithin ist auch nicht imstande, Cl-lonen zu binden. Seine 
Wirkung auf den Chloridhaushalt ist daher nicht auf diesen Mechanismus 
zurickzufiihren. 
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Eine neue Methode zur Bestimmung 
des Stirkeverfliissigungsvermégens. 


Von 


T. Chrzaszez. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa). 


(Eingegangen am 7. September 1931.) 


Zur Bestimmung des Starkeverfliissigungsvermégens stehen uns 
bis jetzt sieben Methoden zur Verfiigung, und zwar die von Effront', 
Lintner-Sollied?, Pollak®, Fernbach-Wolfj*4, Olsson®, Windisch-Ditrich- 
Beyer® und Jozsa-Gore*. Von den nicht geniigend durchgearbeiteten 
bzw. ungenauen Methoden von Effront und Fernbach-Wolff® ab- 
gesehen, arbeiten von den tbrigen fiinf nur die Methcden von Lintner- 
Sollied und in gewissem Mabe auch die von Jozsa-Gore mit kriaftigeren 
Lésungen von Amylase. Die tibrigen Methoden dagegen gebrauchen 
nur schwache und sogar sehr schwache Lésungen der Amylase. 

Diese letzteren, mit sehr geringen Amylasemengen  arbeitenden 
Methoden sind in vieler Hinsicht unbequem. Ist die zu untersuchende 


Substanz reich an Amylase, so muB man eine nur kleine Menge abwiegen, 
und wenn die Substanz sich schlecht zerkleinern JaBt, so erhalt man leicht 


' J. Effront, Les Enzymes 1898, 8. 228. 

2 C.J. Lintner u. P. Sollied, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 26, 329, 1902. 
3 A, Pollak, Wochenschr. f. Brauerei 20, 595, 1903. 

4 A. Fernhach u. Wolff, C. r. Vacad. 140, 1403, 1903. 

5 U. Olsson, Zeitschr. f. Physiol. Chem. 119, 1, 1922. 

6 W. Windisch, W. Ditrich u. A. Beyer, Wochenschr. f. Brauerei 40, 
1923. 

7 8. Jozsa u. H.C.Gore, Journ. Ind. Eng. Chem. Ann. 2, 26, 1930. 
8 T'. Chrzaszez u. S. Pierozek, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 33, 66, 1910. 
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ein ungenaues Ergebnis. Anstatt also geringe Mengen einer solchen Substanz 
abzuwiegen, kann man melir von dieser nehmen und einen hoher prozentigen 
Auszug herstellen. den man dann entsprechend verdiinnt. Die Verdiinnung 
eines solchen kraftigeren enzymatischen Auszuges erfordert die Herstellung 
einer Reihe von Verdiinnungen, was wieder eine Anzahl! von Orientierungs- 
untersuchungen verlangt und deshalb viel Zeit in Anspruch nimmt. AuBer- 
dem entsteht dabei die Frage, ob es zur Feststellung der enzymatischen 
Kraft einer gewissen Substanz gleichgiiltig ist. ob man die verlangten 
Konzentrationen der enzymatischen Ausziige direkt aus der betreffenden 
Substanz herstellt, oder ob man diese verschiedenen Konzentrationen 
durch entsprechende Verdiinnung eines héherprozentigen, eventuell sehr 
kraftigen enzymatischen Auszuges erhiilt. 

Von den beiden oben angefiihrten Methoden, welche mit kraftigen 
enzymatischen Ausziigen arbeiten, ist die Methode Jozsa-Gore! um- 
stindlich und besitzt manchen Nachteil, so daB zu Kontrollanalysen 
und Orientierungsuntersuchungen nur die Methode Lintner-Sollied in 
Frage kommt; tatsachlich findet die letztere allgemein in Laboratorien 
Anwendung, welche sich mit der Wik-amkeit der Diastase befassen. 
A lung Iche sich mit der Wik-amkeit der Diastase bef 


Handelt es sich um Kontrollanalysen oder Vergleichsuntersuchungen 
von Substanzen, bei denen der Amylasege halt in breiten Grenzen li gt, 
wie z. B. beim Malz, so muB man bei Anwendung der Lintner-Sollied- 
Methode verschiedene Konzentrationen der Malzausziige vorbereiten. 
Um die Zubereitung mehrerer Konzentrationen der Malzausziige zu 
umgehen, was wir jedoch als nachteilig betrachten, haben wir schon 
seinerzeit vorgeschlagen?, eine Konzentration des Malzauszuges her- 
zustellen, dagegen die Stirkekleister in drei verschiedenen Konzen- 
trationen, und zwar 6, 10 und 15° ig. 


Das Resultat von solchen Untersuchungen ist folgendes: 





Zur Verfliissigung von 10 cem Stirkekleister 


Malzauszug 15 %),ig 10 °/oig 6° sig 


erforderliche ecem Malzauszug 


5%, direkt erhalten . . 0.5 cem 0.20 cem 0,1 eem 
sehr fliissig 
2.5%, direkt erhalten 145, 045, 0.1 cem 
2.5%. durch Verdiinnung des 
5 %igen Malzauszuges . . . * am 0.35 . O1 , 
sebr flissig 
1,0%, direkt erhalten |. 280 . 1,00 . 0.25 eem 
1.0%, durch Verdiinnung des 
2°%icen Malzauszuges . . . 220 ; Aso. 0,20 


1 |. Fletcher u. J. B. Westwood, Chem. Centralbl. 1931, I, 698; Wochen- 
schrift f. Brauerei 48, 57, 1931. 


» 


2 T. Chrzaszcz, ebendaselbst. 
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Die obigen Zahlen zeigen, dab der direkt erhaltene Malzauszug im 
Vergleich zum Auszug derselben Konzentration, der aber durch 
entsprechende Verdiinnung  kraftigeren Malzauszuges — erhalten 
wurde, einen groBen Unterschied des Starkeverfliissigungsvermégens 
aufweist. 

Ein noch deutlicheres Bild, welchen EinfluB die Herstellung des 
enzymatischen Auszuges ausibt, erhalten wir durch Einwirkung 
folgender zwei Serien: Im ersten Falle wurden die Malzausziige 1, 2, 
3 bis 10°, direkt aus den entsprechenden Substanzmengen erhalten, 
im zweiten Falle dagegen durch Verdiinnung eines 10°,igen Malz- 
auszuges. Die Ausziige wurden durch einstiindiges Schiitteln mittels 
elektrischen Schiittelapparats, der 35 Umdrehungen in 1 Minute macht, 
bereitet. Die Ausziige wurden klar filtriert und dann auf 10 ccm 
10°, igen Starkekleister in einer Anzahl Reagierréhrchen nach Lintner- 
Sollied einwirken gelassen. Das Resultat ist folgendes: 





Direkt aus entsprechender Substanz- Durch Verdiinnung eines 10 °/gigen 
menge erhalten Malzauszuges erhalten 





Malzauszug Zur Verfliissigung von . Die durch 1g Zur Verfliissigung von Die durch 1 g 
10 cem 10 °%/9igen Malz 10 cem 10 °/) igen Malz 
Kleisters werden verfliissigte Kleisters werden verfliissigte 
bendtigt Stirkemenge benétigt Stirkemenge 


g ecm g 


37,03 1,50 66,67 
98.57 | 1,10 45,45 
25,64 0,89 41.66 
27,78 0,60 41,67 
28.57 0,50 40,00 
33,33 0,40 41,67 
35,71 0,30 47,61 
41,67 0,25 59,00 
55,55 0,20 55,55 
66,67 0,15 66,67 


Seanoourwnre 


— 


Auf die nahere Betrachtung obiger Erscheinungen kommen wir 
an anderer Stelle zuriick. Hier wollen wir nur feststellen, daB die 
diastatische Kraft der direkt erhaltenen Ausziige, auf Grund des Starke- 
verfliissigungsvermégens berechnet, abhangig von den prozentualen 
Malzauszuglésungen, ungleiche Resultate ergibt. Ferner, dag man 
ein ahnliches Bild, aber mit nicht so groBen Unterschieden bei der 
Bestimmung der diastatischen Kraft durch das Starkeverfliissigungs- 
vermégen mit Malzausziigen gleicher Konzentration, jedoch durch 
Verdiinnung hochprozentigen Malzauszuges beobachten kann. Daraus 
geht hervor, daB zu solchen Vergleichsuntersuchungen enzymatische 
Ausziige von gleicher Konzentration und auf gleiche Weise bereitet 
verwendet werden sollten. 
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Bei der Methode Lintner-Sollied finden wir noch eine Schwierigkeit, 
welche zu Ungenauigkeiten fiihren kann. Denn bei Verwendung 
kraftigerer Ausziige ist der Unterschied bei der Bestimmung des 
Starkeverfliissigungsvermégens mit 0,l cem im Vergleich zu 0,2 ccm 
des Malzauszuges sehr groB, und kommt man zu dieser niedrigen 
Zahlenskala, so verringert sich die Genauigkeit und Empfindlichkeit 
dieser Methode. 

Die obigen Mangel bzw. Nachteile der Methode Lintner-Sollied 
fiihrten uns zur Ausarbeitung einer einfachen und schnellen Methode, 
welche die Verwendung von Lésungen in breiten Grenzen des Enzym- 
gehalts erlaubt und dennoch genaue Resultate ergibt. Das Verfahren 
bei dieser Methode ist folgendes: 

In eine Anzahl Reagierréhrchen, z. B. 10 Stiick, geben wir je 10 cem 
10°,ige Kartoffelstirke. Dann werden mit einer Prazisionspipette steigende 
Mengen, um 0,1 cem, der Enzymlésung zugesetzt, und zwar in das erste 
Roéhrehen geben wir z. B. 0.3 cem Enzymlésung, in das zweite 0,4 cem, in 
das dritte 0,5ccm usw. 

Gleichzeitig muB man zwei Wasserbader vorbereiten, eins mit kochendem 
Wasser, das andere mit kaltem Wasser von genau 18°C Temperatur. 
Wenn alles vorbereitet ist, nimmt man nacheinander ein Rohrehen, ver- 
schlieBt die Offnung mit einem Gummikorken, der eine kleine Offnung hat. 
schiittelt nach Ummischen energisch, und verkleistert so die Starke im 
kochenden Wasserbad. Nach der Verkleisterung, wozu etwa '/, Minute 
notwendig ist, setzt man das Reagierréhrchen schnell ins kalte Wasserbad, 
wo es genau | Minute verbleibt. Dann bringt man es auf 10 Minuten ins 
kochende Wasserbad zuriick. Nachher kommt es wieder ins kalte Wasserbad, 
hier bleibt es 15 Minuten, wonach die Réhrcehen nacheinander heraus- 
genommen werden; nach Umdrehen und leichtem Anstolien an den 
Finger beobachtet man, aus welchem Réhrchen der Kleister zuerst abflieBt. 
Dieses weist diejenige Menge der Enzymlésung auf, welche notwendig ist, 
um | g Kartoffelstarke zu verfliissigen. 

Weiter haben wir folgende Untersuchungen zur Erklarung des 
Temperatureinflusses beim Verlauf obigen Prozesses durchgefihrt: 
Durch Orientierungsuntersuchungen stellten wir fest, daB die Starke 
in den Reagierréhrchen bei etwa 69° C verkleistert und erstarrt. Wir 
nehmen also eine Reihe genauer Thermometer mit diinner Réhre, 
deutlicher Skala und groBem QuecksilbergefaiB, welche wir in ein 
Wasserbad von genau 65°C setzen. Dann fiihren wir die Bestimmung 
des Stirkeverfliissigungsvermégens wie oben angegeben durch, aber im 
Moment der Verkleisterung der Starke fiihren wir rasch das Thermometer 
ein und bestimmen in einer Reihe Reagierréhrchen die Temperatur 
in der Mitte des Starkekleisters, bei einer anderen Reihe an der Wand 
der Réhrehen. Ahnlich untersuchten wir die Temperatur des Starke- 
kleisters bei Réhrchen, die ins kalte Wasserbad gestellt wurden und 
dann ins kochende Wasserbad kamen. Die GréBe der Reagierréhrchen 
war 160/16 mm. Der TemperatureinfluB zeigt sich wie folgt: 
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Temperatur des Starkekleisters im Moment Das Fallen der Temperatur des Stirke- 
der Verkieisterung kleisters im kalten Wasserbad nach 1 Minute 


in der Mitte an der Wand in der Mitte an der Wand 


der Reagierréhrehen der Reagierrbhrehen 


67.5 
68 
OS 
67 
66 
67 


Aus obigem geht hervor, dab der untersuchte enzymatische Auszug 
mit der Starke auf etwa 69° C, in Grenzen von 67 bis 70° C, angewarmt 
wird, und daB diese Temperatur im kalten Wasserbad auf etwa 50° C, 
in Grenzen von 42 bis 52°C, fallt. 

Diese Zahlen zeigen auch, daB die Temperatur 65°C der Starke- 
verkleisterung im kochenden Wasserbad durch Lintner-Sollied zu niedrig 
angegeben ist; diese Temperatur bekommt man nur dann, wenn das 
Thermometer kalt ist, und auf diesem Fehler beruht eben die Angabe 
Lintner-Sollied s. 


Die aus dem kalten ins kochende Wasserbad gebrachten Reagier- 
£ £ 


rohrehen zeigen folgende Temperaturen: 


Nach | Minute zeigt der Starkekleister 69 bis 70° C 
15 Minuten ,, ¥ %9 85 ., 86°C 
8Y 90° C 
4 95° C 
96 ,, 97,5°C 
_ algal - 97 ,, 98°C 
9 lf * + me 99 98 ,, 98,5°C 
Da bei einer Temperatur von iiber 90° C das Starkeverfliissigungs- 
vermégen der Amylase nach unseren Untersuchungen! fast vollstandig 


' TT. Chrzaszcez, ebendaselbst. 





4 








Bestimmung des Starkeverfliissigungsvermégens. 135 


beseitigt wird, dauert der VerfliissigungsprozeB der Starke bei unserer 
Methode etwa 3,5 Minuten bei einer Temperatur von 42 bis 90° C. 
Neben verschiedenen Einfliissen auf die Enzymwirkung tbt die 
Wasserstoffionenkonzentration, wie bekannt, einen groBben EintluB aus, 
welcher bei unserer Methode sich wie folgt darstellt: 
Zu den Untersuchungen wurden Acetatpuffer verwendet, im 
ubrigen wurde wie oben verfahren. 





Das Starkeverfliissigungsvermigen verschiedener Malzausziige, 
ausgedriickt in Menge des Auszuges 


EinfiuB 

Malz 1 Malz 2 Malz 3 Malz 4 
PH com com ecm ecm 
5.6 0.40 0,89 0,75 0,70 
5.4 0.40 0,75 0,70 0.60 
5,2 0.35 0,70 0.65 0.55 
4.8 0.40 0,85 0,75 0.65 
4.6 0.45 0.95 O.85 0,80 
44 0.50 1,15 
4,2 0,71 1,40 


Die giinstigste Wasserstoffionenkonzentration bei Acetatpuffern 
ist fiir die Starkeverfliissigung durch Amylase bei py = 5,0 bis 5,2. 
Uberein:timmend mit unseren friiheren Untersuchungen! erweist sich 
bei kleinerer Amylasemenge als giinstigste auch eine schwachere 
Wasserstoffionenkonzentration, also in Richtung pr = 5,2, dagegen 
bei gréBerer Amylasemenge auch eine héhere Wasserstoffionenkonzen- 
tration. 

Genaue Untersuchungen muB man bei optimaler Wasserstoff- 
ionenkonzentration durchfiihren, und man mu die entsprechenden 
Puffersubstanzen der Starke zusetzen. Dagegen kann man bei 
Orientierungs- oder Kontrollanalysen die Zugabe der Puffer umgehen. 
Es ist aber sehr wichtig, immer mit derselben, sehr reinen (superior) 
Kartoffelstarke zu arbeiten, méglichst frisch zubereitet; aber sie darf 
nicht alter als 1 Jahr sein. Arbeitet man mit Starke verschiedenen 
Alters und Herkunft, kénnen bei gleichem py bei der Bestimmung 
des Starkeverfliissigungsvermégens Unterschiede von 0,1 bis 0,3 cem 
5°,igen Malzauszuges des wie iiblich gefiihrten Malzes vorkommen. 

Zur Orientierung fiihren wir eine Tabelle des Starkeverfliissigungs- 
vermégens der Amylase zweier Malze an, aus denen 1- bis 10° ,ige 
Malzausziige hergestellt wurden. 


* T. Chrzaszcz, Roczniki Nauk Rolniezych 12, 140, 1924. 
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Malz Nr. I Nr. II 

10% Malzauszug 0,40 cem 0,30 cem verflissigte 1 g Starke 
9% fe 045 , 035 , 2 > 
8% 3 0,50 , 0,40, | S ‘es ~« 
7% is 0,60 , 045 , ss lg m 
6% - 0,75 , 0,55 , " lg s 
5% 0.90, 0,65 , i leg " 
4% - Lo O80, ‘ lg - 
3%, i 140 , 195 . is « 
2% - 160. 1,30, . lg 

1% ‘ 190 , 1,70 , . 7 ae 


Die mitgeteilte Methode gibt im Vergleich zu anderen am 
schnellsten genaue Resultate, ist also zu Orientierungs- und Kontroll- 
analysen sehr bequem und deshalb als solche in unserem Labora- 
torium zu Kontrollanalysen des Garungsbetriebes eingefiihrt. 


Bei diesen Untersuchungen war mir Ing. Jakéb Reszetniak behilflich. 











Die Abhangigkeit der Citronen- bzw. Oxalsiureanhiufung 
von der Stickstoffnahrung bei Schimmelpilzen. 


Von 
T. Chrzaszez und D. Tiukow. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa.) 


(Eingegangen am 7. September 1931.) 


Es ist bekannt, daB der Schimmelpilz Aspergillus niger wie auch 
verschiedene Penicillien im Nahrboden mit Saccharose bis zu gewisser 
Grenze um so mehr Citronensiure anhaufen, je weniger Ammonium- 
nitrat oder tiberhaupt Stickstoff in anorganischer Form als Nahrungs- 
quelle vorhanden ist. Da der Organismus Stickstoff zum EiweiBaufbau 
gebraucht, so miBte man auf Grund obiger Erscheinungen annehmen, 
daB zwischen dem EiweibaufbauprozeB und der Anhaufung von Citronen- 
sdure im Nahrboden eine gewisse Korrelation besteht. So verstehen 
es auch Kostytschew und Tschesnokow'!, die annehmen, daB die 
Citronenséure irgendeine noch nicht naher bekannte Rolle bei der 
EiweiBsynthese spielt. Die Anhaufung von Citronenséiure beginnt 
erst dann, wenn der Stickstoff im Nahrboden schon zum grébten Teile 
zur EiweiBsynthese aufgebraucht ist. 

Unlangst hat R. Schober? beim Feststellen des Zusammenhangs 
der Citronenséureanhaufung in Kulturen von Aspergillus niger mit der 
Stickstoffkonzentration im Mycelium die Ansicht ausgespro: hen, daB 
die Entstehung und Anhaufung von Citronensaure in engem Zusammen- 
hang mit dem EiweiBstoffwechsel steht. Auf Grund dieser Beobachtung 
auBert er folgende Ansicht: ,,Die Citronensaure ist kein intermediares 
Produkt der normalen Kohlenhydratatmung, da dann die weitgehende 
Abhangigkeit ihrer Bildung von dem Stickstoff nicht zu verstehen 
wire.“ 

Diese Ansicht steht der seinerzeit ausgesprochenen Hypothese 
Mazé und Perriers sehr nahe, wonach Citronensféure auf dem Wege 
des proteolytischen EiweiBabbaues entstehen soll. 


1 S. Kostytschew u. W. Tschesnokow, Planta 4, 181, 1927. 
2 R. Schober, Jahrb. f. wiss. Bot. 72. 1, 1931. 
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Wir haben also zwei verschiedene Ansichten der Entstehung und 
Anhaufung von Citronensdure beim Vorhandensein von Stickstoff- 
nahrung im Nahrboden des Schimmelpilzes vor uns. W. Butkewitsch, 
T. K. Walker, F. Challenger, K. Bernhauer, Molliard u. a. sehen in 
der Citronensdure ein Zwischenprodukt der normalen Kohlenhydrat- 
atmung. Mazé, Kostytschew, Schober betrachten wieder die Entstehung 
und physiologische Rolle der Citronensaéure als eng mit dem Stickstoff- 
wechsel verbunden. 

Einige in der Literatur angefiihrte Tatsachen, wie auch unsere Unter- 
suchungen weisen darauf hin’, dab die Citronensaéure in erster Linie 
ein intermedidres Produkt der normalen Kohlenhydratatmung ist, 
und wenn ein Zusammenhang zwischen dem AnhaufungsprozeB der 
Citronensdéure und dem Stickstoffwechsel besteht, so hat dieses jedoch 
mit der Citronenséurebildung nichts Gemeinsames. 

Wehmer, sowie spater Butkewitsch, Molliard stellten fest, daB in manchen 
Kulturen auf Zucker des Aspergillus niger und Penicillium (Citromyces) 
sich Citronenséiure anhaéuft, welche nachher stufenweise verschwindet, 
wobei an ihre Stelle Oxalséure tritt. Die Anhaufung von Oxalsiure 
geht hier also mit der Verminderung von Citronenséure Hand in Hand. 
In alten Schimmelpilzkulturen, wo die proteolytischen Prozesse am kraftig 
sten vor sich gehen, beweist diese Korrelation, unserer Ansicht nach, da®B 
die proteolytischen Prozesse mit der Citronenséureentstehung nichts Gemein- 
sames haben. Cerade unter Bedingungen, wo nach /azé und Perrier man 
eine weitere Anhaufung von Citronensaéiure erwarten miiSte, d.i. in alten 
Kulturen, wo sicher enzymatische EiweiBzersetzung vor sich geht, gerade 
hier verschwindet die Citronensaéure, und an ihre Stelle tritt Oxalsdure. 
Daher muB man die Ansicht R. Schobers, daB die Citronensiure ein End- 
und nicht Zwischenprodukt darstellt, als unrichtig ansehen. 

Schon oben haben wir bemerkt, daB die Anhaufung von Citronen- 
saiure in Schimmelpilzkulturen von der Konzentration der Ammonsalze 
im Nahrboden abhangig ist. 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB mit dem Steigen des Ammonium- 
nitrats im Nahrboden, und zwar iiber 0,1°,, sich die Citronensaure- 
anhiufung verringert und nach und nach immer mehr zuriickgeht?. 
Ein ganz anderes Bild der Citronenséureanhiufung erhalten wir dagegen, 
wenn der Stickstoff der Nahrbéden in Form von Aminosubstanzen 
vorhanden ist®. Die Art der Aminoverbindung ist gleichfalls nicht ohne 
EinfluB auf die Menge der Citronensiureanhaufung. 

Die oben erwihnten Untersuchungen und Beobachtungen zeigen, 
daB Mazé und Perriers Ansicht* und auch diejenige Curries, dab 


1 7. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930. 
2 Dieselben, ebendaselbst 207, 39, 1929; 222, 242, 1930. 

3 Dieselben, ebendaselbst 218, 73, 1930. 

4 Mazé u. Perrier, Ann. Inst. Past. 18, 553, 1904. 
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Stickstoffmangel im Nahrboden ein fiir die Citronensdurebildung 
gunstiger Faktor ist, nur begrenzte Geltung haben kann, und auch 
nur dann, wenn es sich um Stickstoff in Form von Ammonium- 
salzen handelt. Die Jodreaktion auf die Starke in der Pilzdecke 
im Falle der Verminderung der Citronensadurebildung infolge Steigens 
der Konzentration von Ammoniumnitrat tiber 0,1°,)* zeigt, dab 
die Bildung und Anhaufung von Citronenséiure nicht mit Prozessen 
verbunden ist, bei denen der Stickstoff im Nahrboden auf synthetischem 
Wege verbraucht wird. Unserer Ansicht nach ist das Steigern der 
Wasserstoffionenkonzentration im Nahrboden der Grund fiir die Ver- 
minderung bzw. das Verschwinden der Citronenséure. N H,-Radikal wird 
durch den Schimmelpilz schneller verbraucht als NO,, was bewirkt, 
das bei Erhéhung der Konzentration des Ammoniumnitrats im Nahr- 
boden die Wasserstoffionenkonzentration schnell steigt, und zwar so 
weit, dafS die Citronensdéureentstehung gehemmt wird. Das letztere 
tritt nicht ein, wenn anstatt Ammoniumnitrat organischer Stick- 
stoff als Stickstoffnahrung dient, dessen optimale Konzentration viel 
héher ist als die des mineralischen Stickstoffs. Je einfacher dabei 
die Stickstoffverbindung ist, desto giinstiger ist ihr KinfluB auf die 
Entstehung und Anhaufung der Citronensaure. 

Die mit Penicillium citrogenum (Penicillium X) gemachten Ver- 
suche mit Aminosubstanzen zeigten, da neben Citronenséure auch 
Oxal:iure entsteht, deren Menge bei stufenweiser Verminderung der 
Citronensaure steigt. Diese Tatsache verdient um so gréBere Beachtung, 
weil der Schimmelpilz auf Zuckernaihrbéden mit Ammoniumnitrat 
keine Oxalsiure anhauft bzw. nur zeitweise, und dann auch nur in 
sehr kleinen Mengen. 


Auf obiges bezugnehmend und auch auf die Tatsache, da Citronen- 
siure ein normales Produkt der Zuckerzersetzung durch Penicillium 
und Aspergillus ist, deren einzelne Arten sich durch die Menge der An- 
haufung dieser Siure unterscheiden!, war es angezeigt, zu untersuchen, 
wie sich die einzelnen Typen der Penicillien bei Aminosubstanzen als 
Stickstoffnahrung verhalten. Nach Orientierungsproben verwendeten 
wir zur Untersuchung zwei Starkebildner: Penicillium Janczewski und 
Penicillium Jenseni, und einen Citronensiureanhaufer: Penicillium 
citreo-nigrum. 


¥Die Proben wurden wie friither ausgefiihrt!?, d. h. mit Lésungen, welche 
8°, Rohrzucker, 0,1°,, KH,PO, und 0,05°, MgSO, enthalten. Als Stick- 


* T. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 207, 39, 1929. 
1 Pieselben, Roezniki Nauk Rolniczyech i Lesnych 26, 71, 1931. 
2 Dieselben, diese Zeitschr. 218, 73, 1930. 
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stoffnahrung dienten verschiedene Aminosubstanzen in verschiedenen 


Konzentrationen. Die Menge der Nahrlésung betrug 50 ccm, Temperatur 
25°C. Nach entsprechender Entwicklung des Schimmelpilzes wurde die 


Fliissigkeit abfiltriert, die Pilzdecke griindlich ausgewaschen und im Filtrat 
der Zuckerverbrauch, Aziditaét und nach Zusatz von CaCO, Citronensaure, 
Oxalsauwre und CaO in Lésung bestimmt. Die Pilzdecke wurde dann ge- 
trocknet und gewogen. 


Versuche mit Penicillium Janezewski. 


Kinflu8 von Harnstoff. Kulturdauer 17 Tage. 














Harnstoff ae fn mea Aziditat Oxalsiure . —" in i ng 
Oo g g n/10 cem mg mg mg 
0,2 0,85 3,93 4,9 0,0 0,0 20.0 
0,5 0,84 3,93 59,1 0,0 125,7 63,8 
1,0 0,14 1,35 15,7 0,0 43,0 36,9 
1,5 0,05 1,07 8,8 0,0 37,0 6,6 
2.0 

EinfluB von Glykokoll. Kulturdauer 14 Tage. 

Glykokoll ae’ daa Aziditat Oxalsiure a in laoeiee 
9/9 g g n 10 ¢em mg mg mg 
0,2 0,37 2.95 14,75 0,9 Spuren 22,5(7) 
0.5 0,79 3,22 43,25 0,0 190.8 39,5 
1,0 1,20 3,88 62,90 0,0 265,4 56,2 
1,5 1,04 3,88 63,75 0,0 353.4 37,4 
2,0 1,15 3,93 71,75 0,0 543.7 34,1 

KinfluB von Asparagin. Kulturdauer 14 Tage. 

Asparagin | "Gewicht | verbrauch | Aaiditht  Oxalsture | Siugonen” 5 (0. 
"lo g g n/10 cem mg mg mg 
0,5 0,67 3,53 45,20 0,0 186,0 38,0 
1,0 1,12 3,88 66,80 0,0 321.3 44,6 
1,5 0:99 3.91 74,70 0,0 348.6 59,5 
2,0 0,94 3,86 75,70 0,0 348,0 60,0 
2.5 ~ 3,92 84,50 0,0 476,0 57,3 

EinfluB von Alanin. Kulturdauer 6 Tage. 

, Pilzdecken- Zucker- oe | Citronen- CaO 
Alanin onan: vatueuah Aziditit | Oxalsiure siure | in Lisung 
Vlo g g n/10 cem mg mg | mg 

ae : r - Oe 
0,5 1,00 17,70 | 0,0 21,6 29,70 
1,0 — 1,38 19,65 | 0,0 20,0 55,10 
1,5 — 1,33 19,65 0,0 20,4 33,00 
2,0 - 1,97 24.60 | 0,0 — 48,45 
2,5 ~- 2,25 380,50 | 0,0 6.4 55,00 
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Ganz gegen Erwarten haufte der untersuchte Schimmelpilz 
keine Oxalsaure an, verhielt sich also ganz anders als der vorher unter- 
suchte Penicillium citrogenum, wortiber wir an anderer Stelle referiert 
haben!. Diese Tatsache ist um so interessanter, als der Schimmel- 
pilz mit Ammoniumnitrat im Nahrboden nur verhaltni:maBig geringe 
Menge von Citronensdure anhaufte, und zwar 1 bis 1,5°, des Zucker- 
verbrauchs. Dagegen bei Nahrbéden mit Glykokoll bzw. mit Asparagin 
steigerte sich die Fahigkeit der Citronensiureanhaufung und erreichte 
bis 15°, des Zuckerverbrauchs. 

Die Citronensaure bildet sich aus Zucker, und mit der VergréBerung 
der Konzentration der vorhandenen Aminosubstanz im Nahrboden 
steigt auch bis zu gewisser Grenze ihre Menge. Es ist also schwer an- 
zunehmen, daB die Anhaiufung von Citronensaiure hier als Folge der 
Erschépfung des Stickstoffs im Nahrboden vor sich geht, wie es 
Kostytschew und Tschesnokow? erkliren wollen. Die VergréBerung der 
Konzentration des Ammoniumnitrats tiber 0,1°, wirkt hemmend auf 
die Anhaufung der Citronensaure, dagegen beeinfluBt die VergréBerung 
der Konzentration von Glykokoll und Asparagin dieselbe giinstig. 
Daher kann man hier auch nicht von einer Abhangigkeit der Citronen- 
siurebildung bzw. Anhaufung vom Stickstoffwechsel im Sinne Schobers 
sprechen. 

Trotzdem nach obigen Untersuchungen der Einflu8 der Amino- 
verbindungen auf die Bildung und Anhaufung von Citronenséure bzw. 
Oxalsiure klar erscheint, ist er doch viel komplizierter, was uns 
folgende Untersuchungen zeigen: 


Versuche mit Penicillium Jenseni. 





Pilzdecken- Zucker- ies Citronen- CaO 
Glykokoll gewicht verbrauch Aziditat Oxalsiure saure in Lisung 
0/0 g g n/10 cem mg mg mg 


EinfluB von Glykokoll. Erste Probe. Kulturdauer 11 Tage. 


0,1 | 0,58 1,89 20 | 0,0 0,0 6,4 
0,5 0,69 2,17 20.4 0.0 0,0 59.9 
1,0 044 | 1,87 23,8 0,0 0,0 73,7 
1,5 0,54 | 1,67 20.85 0,0 0,0 61,0 
2,0 0,41 1,6: 21,85 0,0 0,0 65,5 
EinfluB von Glykokoll. Zweite Probe. Kulturdauer 14 Tage. 
0,1 0,89 2,89 6,9 0.0 Spuren 11,3 
0,5 1,21 3,59 27,5 0,0 ‘ 413 
1,0 1,28 8,90 17.2 0.0 s 44.1 
1,5 1,21 3,87 20,6 ? 22,5 65,0 79.1 
2.0 1,20 3,87 25,5 ? 10,3 243,2 67,0 


' 7. Chrzaszez u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 218, 73, 1930. 
2 Dieseiben, ebendaselbst 218, 73, 1930. 
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KinfluB von Alanin. Kulturdauer 12 Tage. 





Pilzdecken- Zucker- as Citronen- Cad 
Alanin gewicht verbrauch Aziditit Oxalsiiure sdure in Lisung 

919 g g n/10 eem mg mg mg 
0,1 0,38 1,30 2,5 0,0 0,0 20,0 
05 0.93 2.67 16,49 0,9 0,9 45,6 
1,0 1,01 2,97 24.80 0.0 Spuren 39.3 
1,5 1,21 3,48 36,75 Spuren 53,9 72.6 
2.0 1,29 3,27 31,80 & 94,4 42.6 


Aus obigem ist also ersichtlich, daB hier die Schimmelpilzart 
eine gewisse physiologische Rolle spielt. Penicillium Jenseni gehdért 
zur Gruppe der sogenannten Starkebildner, besitzt also keine besonderen 
Fahigkeiten, organische Saéure anzuhdufen, auf welche weder die Ver- 
anderung der Stickstoffquelle noch ihre Konzentration besonderen 
Kinflu8 haben. Zwar ist das Auftreten von Oxalaure festgestellt 
worden, jedoch nur zeitweise und in geringer Menge. GréBere Mengen 
von Citronensiiure finden wir erst bei schon kraftig entwickelten 
Schimmelpilzen, deren Trockensubstanzgewicht iiber 1 g betiagt. 


Versuche mit Penicillium citreo-nigrum. 


Einflu8 von Harnstoff. Kulturdauer 60 Tage. 





. Pilzdecken- Zucker- | Citronen- 
Harnstoft gewicht verbrauch Aziditit | Oxalsiiure siiure 
%o g g } mg mg 
0,1 0,82 4,09 alkal. Reaktion 0,0 33,3 
0,5 0.64 4.0) s a 0.0 33.8 
1,0 0,85 4.00 “ ‘ 0.9 373.3 
1,5 0.72 4.00 if fs 0.0 6901.5 
2.0 0,08 0,75 a i 0,0 45.5 


Wegen  alkalischer KReaktion wurde nach Abfiltrierung des 
Schimmelpilzes Ca-Acetat zugesetzt, darum  fiel die Bestimmung 
des CaO in Lésung fort. 


EinfluB von Glykokoll. Kulturdauer 9 Tage. 





Glykokoll aaa ae Aziditat Oxalsiure —_ in iene 
Oi g g n/10 ecm mg mg mg 
0,1 0,34 1,34 8,35 0,0 Spuren 17,0 
0.5 0,50 1,86 11,89 0.0 - 46.9 
1,0 0,51 2,26 18,65 0,0 0,0 54.1 
1,5 0,44 1.96 26,59 0.0 0.0 70.4 
2.0 0,53 2.44 85,35 | 0,0 0.0 64,3 





~~ * A ee 


tae 


— ie ol 











Abhangigkeit der Citronensaéureanhaufung usw. bei Schimmelpilzen. 143 


EinfluB von Asparagin. WKulturdauer 12 Tage. 








- Pilzdecken- Zucker- Citronen- CaO 
Asparagin gewicht vei brauch Aziditat Oxalsiure shure in Losung 
9 } g g n 10 cem mg mg mg 
0,1 0,51 2,28 10,89 0,0 0,0 31,2 
0.5 0,78 2.82 13,20 0,0 00 49.4 

1,0 1,24 3,90 8.55 0,0 Spuren 66.9 

1,5 0,53 2,99 23,55 0,0 o 48.5 

2,0 0,95 3.31 22.10 O00 120.5 37,1 
Kinflu®8 von Alanin. Kulturdauer 8 Tage. 

: Pilzdecken- Zucker- : Citronen- Cad 
Alanin gewicht verbrauch Aziditat Oxalsdure siure in Lisung 
9 g | £ n/10 eem mg mg | mg 

0,1 041 1,92 21,85 0,0 Spuren - 

0.5 0,67 2,56 14,70 0,0 413 
1,0 1,12 2.96 17,70 0.9 . 43,5 
1,5 1,34 3.48 15,70 0.0 . 47,7 
2,0 1.44 3.73 13,25 0,0 & 44.1 


In keinem Falle der Ziichtung von Penicillium citreo-nigrum 
fanden wir Oxal:aure. Citronen:aure fanden wir in nur kleiner Menge, 
wahrscheinlich wegen zu kurzer Kulturdauer. Eine Ausnahme bilden 
die Versuche mit Harnstoff, dessen vergréBerte Konzentration stark 
auf die Anhaufung der Citronensaure wikt. 


. 


Nach Betrachtung obiger Ergebnisse und unserer friiheren Unter- 
suchungen stcllen wir fest, daB die Citronen: dure unbedingt ein Zwischen- 
predukt der Zuckerzerlegung ist. AuBerdem kann man sicher annehmen, 
daB die Art und Menge der Stickstcffquelle die Citronen:dureanhaufung 
beeiniluBt. Ihr Nichtfeststellen in diesem oder jenem Falle ist kein 
Bewei: dafiir, daB sie sich hier nicht gebildet hat. Ihre Menge ist von 
der Kulturdauer des Schimmelpilzes, seiner Art und seiner Entwicklung 
abhangig. Je giin:tigere Bedingungen der Schimmelpilz fiir seine 
Entwicklung hat, desto giéBere Menge von Citronen:aure tritt normaler- 
weie auf. Deshalb kann man im Grunde genommen annehmen, dat} 
die VergréBerung der absoluten Menge des Stickstoffs im Nahrboden 
bis zu gewisser Grenze giin:tig auf die Anhaufung der Citronensaure 
wikt. Die optimale Stick:toffkonzentration hingt jedoch davon ab, 
in welcher Form sie sich im Nahrbcden des Schimmelpilzes vorfindet, 
und dieselbe it bedeutend niedriger fiir mineralischen Stickstoff als 
fiir organischen. Fiir den letzteren ist die optimale Konzentration 
héher fiir einfachere Stickstoffverbindungen. Man kann dieses dadurch 
erklaren, dab durch einfache Aminoverbindungen der Organismus des 
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Schimmelpilzes seine Bediirfnisse leichter und schneller befriedigen 
kann!?. 

Was die Oxalsiure anbetrifft, so scheint es, dab ihre Anhéiufungs- 
fahigkeit unter dem KinfluB von Aminosubstanzen ein charakteristisches 
Merkmal fiir die eine Art ist, im Vergleich zur anderen, welche diese 
Fahigkeit nicht besitzt. Es zeigt sich, daB Penicillium citrogenum 
Oxalsdure anhaiufte in engem Zusammenhang mit der Konzentration 
und Art der Aminosubstanzen; dagegen konnte man von den drei 
jetzt untersuchten Penicillien bei zweien tiberhaupt keine Oxal:aure 
feststellen, und beim diitten nur sporadisch und in sehr kleiner Menge. 

Die obigen Beobachtungen fiithrten uns zu Untersuchungen, um 
eine Erklirung fiir das Verhalten des Schimmelpilzes zu finden, im 
Falle die Stickstoffsubstanz gleichzeitig als Kohlenstoffquelle dient. 

Wie bekannt, produziert auf Pepton geziichteter Aspergillus niger 
bzw. Penicillium glaucum Oxalsiure?, die sich in Form von Ammon- 
salzen anhauft. Trotzdem in dieser Richtung wenig Proben gemacht 
wurden, kénnte man dennoch annehmen, daB Oxal:iure unbedingt 
ein Zerlegungsprodukt von EiweiB und dessen Derivaten bei Schimmel- 
pilzen ist. Unsere obigen Beobachtungen stellen dieses in Zweifel, und 
wir fiihrten deshalb folgende Untersuchungen aus, um diese Frage 
zu lésen. 


Versuche mit Penicillium Janezewski. 


In zwei 500-cem-Kolben (Jenaglas) mit unserer Standardlésung 
(8,0 % Saccharose, 0,1 °,, HzPO, und 0,1 °,, NHN Os, 0,05 °, MgS O,) wurden 
die Schimmelpilzsporen des Penicillium Janczewski eingeimpft. Nach 
entsprechender Entwicklung wurde die Nahrlésung abgegossen, die Pilz- 
decke wie gewoéhnlich mit sterilisiertem, destilliertem Wasser durchgespiilt. 
Dann wurden zu jedem Kolben je 100 cem sterilisierte Lésung mit 16g 
Pepton- Witte zugesetzt. 

Nach 7 Tagen, bei einer Temperatur von + 25°C, wurde die Ziichtung 
unterbrochen und der Schimmelpilz weggespiilt. 

Das Gewicht des getrockneten Schimmelpilzes betrug 2,31 g. 

Nach Abtrennen des Schimmelpilzes zeigte die klare F liissigkeit 
alkalische Reaktion. Nach Zusatz von Essigsiure zeigte sich nur eine 
schwache Triibung, die durch Filtrieren entfernt wurde. Dann wurde der 
Lésung Ca-Acetat zugesetzt. Es schied sich, sogar nach 3 Tagen, kein 
Niederschlag aus. 

Dann wurde die L6sung mit Ammoniak bis zu schwach saurer Reaktion 
neutralisiert und auf dem Wasserbad angewarmt. Auch unter diesen Be- 
dingungen zeigte sich weder Niederschlag noch Triibung, auch nicht bei 
starker Konzentration der Fliissigkeit. 


! W. Zaleski u. D. Tinkow, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 32, 479, 1914. 
2 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 445, 1922. 
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Aus obigem geht hervor, dab die Pilzdecke von Penicillium 
Janczewski auf Pepton-Witte-Losung weder Oxalsiure noch Citronen- 
saure bildet. 

Versuche mit Penicillium Jenseni. 


In zwei Kolben wie oben wurden Penicillium Jenseni-Sporen iiber 
geimpft. Nach Entwicklung wéhrend 16 Tagen wurde die Nahrlésung ab- 
gegossen, der Schimmelpilz mit sterilisiertem, destilliertem Wasser aus- 
gewaschen und dann in denselben Kolben 100 cem sterilisierter Lésung mit 
l6g¢ Pepton-Witte zugegossen. Nach 5 Tagen, bei einer Temperatur von 
etwa 25°C, als sich der neue Pilz geniigend entwickelt hatte. wurde de 
Versuch unterbrochen. Der Schimmelpilz wurde griindlich ausgewaschen, 
getrocknet und abgewogen. 

Das Gewicht des ausgetrockneten Schimmelpilzes betrug 4.24 g. 

Die klare Flissigkeit zeigte nach Entfernung des Schimmelpilzes 
alkalische Reaktion und wurde mit 10°,iger Essigsiure zu stark saure: 
Reaktion versetzt. Es zeigte sich eine schwache Triibung, die durch Filtra 
tion entfernt wurde. Dann wurden der Lésung 10°, Ca-Acetat zugesetzt. 
Es schied sich ein starker Niederschlag aus, der nach 3 Tagen abfiltriert 
wurde. 

Nach Austrocknung bei 100°C zeigte der Niederschlag ein Gewicht 
von 1.0350 g. 0.1561 g¢ dieses Niederschlags wurden in Schwefelséure 
gelést und mit KMnQ, (1 cem 4.55 mg wasserfreie Oxalsaiure) titriert, 
wozu 21,1 cem notwendig waren. Dieses entspricht 96,005 mg Oxalséure 
oder 61,49°.. Berechnet 61,64°,. 

Nach Abtrennung vom Ca-Oxalat wurde das Filtrat mit Ammoniak zu 
schwach saurer Reaktion neutralisiert und auf dem Wasserbad angewarmt. 
Hierbei zeigte sich kein Niederschlag. auch nicht nach starker Konzen- 
trierung der Lésung. 


Aus obigem Versuch geht hervor, daB die Pilzdecke des Penicillium 
Jenseni auf Pepton-Witte nur Oxalsdure bildet. Es gelang nicht, 
unter diesen Bedingungen Citronensaure festzustellen. 


Erster Versuch mit Penicillium citreo-nigrum. 


In timf 250-cem-Kolben aus Jenaglas mit Bierwiirze wurde Peni 
cillium citreo-nigrum eingeimpft. Nach entsprechender Entwicklung des 
Schimmelpilzes wurde die Nahrlésung abgegossen, der Schimmelpilz wurde 
in sterilisiertem, destilliertem Wasser griindlich ausgewaschen und dem 
Kolben sterilisierte Lésung mit 12,5 ¢ Pepton-Witte zugesetzt. Nach Ablautf 
von 9 Tagen, bei einer Temperatur von etwa 25°C. wurde die Losung ab 
filtriert und die Pilzdecke griindlich ausgewaschen und getrocknet. 

Das Gewicht des ausgetrockneten Schimmelpilzes betrug 3,23 g. 

Die klare Fliissigkeit zeigte nach Entfernung des Schimmelpilzes 
alkalische Reaktion und wurde dann mit Mssigsaéure bis z1. schwach sauret 
Reaktion versetzt. Es entstand eine schwache Triibung, die durch Filtration 
entfernt wurde. Der Niederschlag auf dem Filter, welcher ungefalr einige 
Milligramm hetrug, wurde in Natronlauge gelést und dann mit Essigsiure 
angesauert, wobei sich ein schwacher Niederschlag ausschied. Versuche. 
denselben mit Fumarsaure zu identifizieren, waren wegen zu kleiner Menge 
unmdéglich. 


Biochemische Zeitschrift Band 242 10 
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Das klare Hauptfiltrat wurde mit 10°, Ca-Acetat versetzt. Es zeigte 
sich sogar nach 3 Tagen kein Niederschlag. Die Lésung wurde dann vor- 
sichtig mit Ammoniak bis zu schwach saurer Reaktion neutralisiert und 
auf dem Wasserbad angewarmt. Da schon beim Anwarmen sich Niederschlag 
bildete, wurde die Fliissigkeit kraftig eingeengt und der so entstandene 
Niederschlag abfiltriert. Der Niederschlag zeigte braune Farbe. Nach dem 
Auswaschen wurde er in Essigséure gelést; nach vorsichtigem Neutralisieren 
mit Ammoniak schied sich beim Erhitzen ein Niederschlag aus. 

Das Gewicht des Niederschlags betrug 0,8322 g. Die Denigés-RKeaktion 
auf Citronensiure war sehr deutlich. Der Gehalt an CaO, nach dem 
Trocknen bei einer Temperatur von 120 bis 135° U, betrug 33,41°). Be- 
rechnet 33,74°). 


Die erhaltenen Resultate zeigen, daB der Niederschlag aus Citronen- 
saure bestand. 


Zweiter Versuch mit Penicillium citreo-nigrum. 

In drei 750-cem-Kolben mit Bierwiirze wurden die Sporen der unter- 
suchten Schimmelpilze tibergeimpft. Nach Entwicklung waéhrend 15 Tagen 
wurde die Nahrlésung entfernt, die Pilzdecke mit sterilisiertem, destilliertem 
Wasser ausgewaschen und dann 500 cem_ sterilisierter Lésung von 
25g Pepton-Witte zugesetzt. Nach 11 Tagen, bei einer Temperatur von 
etwa 25°C, wurde der Schimmelpilz nach Auswaschen entfernt und die 
klare Fliissigkeit untersucht. 

Beim Zusetzen von Ca-Acetat schied sich kein Niederschlag aus, 
auch nicht nach 3 Tagen. Der Niederschlag schied sich erst aus nach 
vorsichtigem Neutralisieren mit Essigsiure und Erwaérmen auf dem Wasser- 
bad. Der durch Auswaschen, Auflésen und Wiederausscheiden gereinigte 
Niederschlag zeigte deutliche Denigés-Reaktion auf Citronensiure. Der 
Gehalt an CaO entsprach nach dem Trocknen des Niederschlags bei einer 
Temperatur von 120 bis 135°C dem Calciumcitrat. 


0,1645 g Substanz gaben 0,1335 g CaSQO,, was 33,42°, CaO entspricht, 
berechnet 33,74 °,. 

: Die obigen Versuche der Einwirkung der Schimmelpilzdecke auf 
Pepton- Witte zeigen, daB gegen Erwarten die Oxalséure nicht immer 
auftritt. Es existieren Schimmelpilze, welche nicht die Fahigkeit 
besitzen, diese Séure auf Pepton anzuhiufen. In einem Falle mit 
Penicillium Janczewski gelang es iiberhaupt nicht, festzustellen, welche 
Sauren hier entstehen. Bei Penicillium citreo-nigrum stellten wir die 
Entstehung von Citronensaure fest. 


Die Annahme, da8 in Kulturen mit Pepton- Witte auBer Oxalsdure 
sich auch andere Sauren bilden, wurde schon durch W. Raciborski! 
ausgesprochen. Auf die Méglichkeit der Citronensdureentstehung unter 
diesen Bedingungen weist schon W. Butkewitsch hin?. 


! W. Raciborski, Bull. Acad. Cracovie 1906, S. 733. 


2 


2 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 455, 1922. 
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Die Tatsache, dab Oxalsdure sich nicht bildet, ebenso das Fest- 
stellen der Citronensdure bei Pepton- Witte ist, glauben wir, durch uns 
erstmalig beobachtet worden. Die Bindung des Ammoniaks, das bei 
der Desaminierung entsteht, erfolgt nicht immer, wie wir sehen, mit 
Hilfe von Oxalsdiure. Ebenso hat die Behauptung M. Molliards*, daB die 
Bildung der Oxalsiure sich aus einer Reaktion der Pflanzenzellen 
ergibt, gegeniber der Neigung des Nahrbodens zu alkalischer Reaktion, 
keine allgemeine Geltung und hat nur fiir gewisse Schimmelpilz- 
gruppen Bedeutung. 


Unsere jetzigen Untersuchungen neben obigen Beobachtungen 
weisen darauf hin, daB die Frage der Oxalsiureentstehung, gleichgiiltig 
ob aus Zucker oder auf dem Desaminierungswege, ebenso die Frage 
der Citronensdureentstehung bei Pepton-Witte sehr kompliziert ist. 
Abhangig von den Eigenschaften der Schimmelpilze erhalten wir bei 
einem Oxalsaure, wahrend wir bei anderen unter denselben Bedingungen 
Citronensaure erhalten. Z. B. beginnt ein Schimmelpilz, welcher viel 
Citronensdure, aber keine Oxalsiure bildet, Oxalsiure in Zucker- 
lésungen anzuhaufen, sobald kleine Mengen organischer Stickstoff- 
substanz darin vorhanden sind. Dagegen hauft ein anderer Schimmel- 
pilz, welcher wenig Citronensdure bildet, in Zuckerlésungen mit kleiner 
Menge organischer Stickstoffsubstanz viel Citronensiure an, aber 
Oxalsaure produziert er iberhaupt nicht. 


Unsere weiteren Untersuchungen bezwecken, den Grund fir dieses 
Verhalten des Schimmelpilzes zu finden. Einen Fingerzeig finden wir 
in der noch nicht veréffentlichten Beobachtung des Verhaltens 
des Penicillium Janczewski, dessen fertige Pilzdecke auf Essigsiure- 
salz groBe Mengen von Oxalsaure bildet. Dagegen finden wir unter 
gleichen Bedingungen, aber auf Glykokoll, keine Oxalsiure. Wir sind 
daher der Ansicht, daB dieses Verhalten des Schimmelpilzes von der 
Zusammensetzung der chemischen Verbindungen abhangt, und deshalb 
hoffen wir, daB das Ergebnis der Einwirkung des Schimmelpilzes auf 
solche Substanzen, wie Acetat, Glykokoll und Acetamid, uns erlauben 
wird, obige Frage zu lésen. 


SchluBfolgerungen. 


Die Untersuchungen iiber den EinfluB des Stickstoffs im Nahr- 
boden auf die Anhaufung von Citronenséure durch Schimmelpilze 
fiihren uns zu folgenden Ergebnissen: 

1. Die Citronenséure ist ein Zwischenprodukt der Kohlenhydrat- 
atmung und steht in keinem Zusammenhang mit dem Stickstoffwechse|. 


1 M. Molliard, C.r. soc. de biol. 82, 351. 


10 
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Auf ihre Anhaufung hat die Menge und Art der Stickstoffsubstanzen 
grobe Bedeutung. Die Menge und Art der Stickstoffnahrung, welche 
ginstig auf die Entwicklung des Schimmelpilzes wirkt, wirkt auch 
giinstig auf die Bildung und Anhaufung der Citronensaure. 

2. Der ungiinstige EinfluB des mineralischen Stickstoffs im Nahr- 
boden auf die Anhaufung von Citronenséure kommt von der gleich- 
zeitigen Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration. 

3. Die Citronensiureanhaufung durch Schimmelpilze ist unab- 
haingig von dem Verbrauch des Stickstoffs im Nahrboden zur Synthese. 

4. Es existiert eine bestimmte optimale Stickstoffkonzentration 
im Nahrboden, welche beim Schimmelpilz die gréBte Anhaufung von 
Citronensadure bewirkt. 

5. Die Hohe dieser optimalen Konzentration hangt von der Form 
ab, in welcher sich der Stickstoff als Nahrsubstanz vorfindet. Fir 
mineralischen Stickstoff ist die optimale Konzentration niedriger als 
fiir organischen, und je einfacher dabei die Stickstoffverbindung ist, 
desto héher ist die optimale Stickstoffkonzentration. 

6. Einige Schimmelpilze bilden Citronensaure bei Desaminierung, 
ohne Oxalsiure zu_bilden. 

7. Oxalsiure ist kein standiges Produkt des Peptonabbaues durch 
Schimmelpilze. Die Oxalsiurebildung bei Desaminierung ist ein chara- 
teristisches Merkmal nur fiir eine bestimmte Gruppe von Schimmel- 
pilzen. Es existieren solche Schimmelpilzarten, welche unter diesen 


Bedingungen Oxalséure weder bilden noch anhaufen. 
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Oxydation von Himoglobin durch Methylenblau. 


Von 


Otto Warburg und Albert Reid. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. September 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir messen die Reaktion 

Methylenblau + 2Hamoglobin [= Leukomethylenblau + 2 Methamoglobin (1) 
manometrisch, indem wir die Reaktionsteilnmehmer in GefaBen, die 
mit Kohlenoxyd gefiillt sind, zusammenbringen. Oxydation des Hamo- 
globins wird durch Abgabe von Kohlenoxyd in den Gasraum (positiver 
Druck), Reduktion des Methamoglobins durch Aufnahme von Kohlen- 
oxyd aus dem Gasraum (negativer Druck) erkannt und gemessen. 
Durch Phosphor oder Chromchloriir im Einsatz ist hierbei der mole- 
kulare Sauerstoff vorher zu entfernen. Denn Sauerstoff stért durch 
Reoxydation des Leukomethylenblaus und durch Bildung von Wasser- 
stoffperoxyd die Messungen. 


Im Gleichgewicht mit Kohlenoxyd von merklichen Drucken ist 


die Konzentration an freiem Hamoglobin wegen der Festigkeit 
der Kohlenoxydhamoglobinbindung — sehr klein. Gibt man Me- 


thylenblau zu Kohlenoxydhamoglobin, so entsteht schnell eine im 
Vergleich zum freien Haimoglobin groBe Konzentration an Methamo- 
globin, die durch Riickreaktion mit Leukomethylenblau den Umsatz 
zum Stillstand bringt. Entfernt man aber das freie Methimoglobin 
aus der Lésung durch Zugabe von Blausdure!, durch die Reaktion 
HbOH + HCN ~ HbCN + H,O. 
so wird die Geschwindigkeit der Riickreaktion kleiner und der Umsatz 
von links nach rechts gemaiB Gleichung (1) gréBer. 
Es ist also die Bilanz der Vorgange, die wir gemessen haben 
M+2HbCO + 2HCN [= MH, +2HbCN + 200, (2) 


1 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 
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wo M Methylenblau, MH, Leukomethylenblau und Hb Hamoglobin 
bedeuten. DaB hierbei nicht HbCO oder HbCN reagieren werden, 
sondern Hb und HbOH, lehrt der EinfluB der Kohlenoxyd- und 
Blausdurekonzentration auf die Geschwindigkeiten der Oxydation und 
Reduktion. 

Alle Stoffmengen geben wir im folgenden in Kubikmillimeter 
(0° 760mm) an, Hamoglobin in Kubikmillimeter Kohlenoxyd, die 
es binden kann (Kohlenoxydkapazitat), Methylenblau, indem wir 
1 Grammolekiil gleich 22400 . 103 cmm setzen. Dabei ist zu beachten, 
das 1 Molekiil Methylenblau 2 Molekiile Kohlenoxyd aus Kohlen- 
oxydhamoglobin bei der Oxydation austreibt. 


Experimentelles. 


Die MeBgefaBe waren kegelf6rmige GefaBe mit Ansatzbirne und Kin- 
satz im Hauptraum. 

Das Methylenblau war .,.Methylenblau medicinale Merck** und enthielt 
nach der Analyse 5 Molekiile Kristallwasser, so daB sein Molekulargewicht 
gleich 410 zu setzen war. 

Das Haimoglobin war kristallisiertes' Hamoglobin von Ratte, Meer- 
schweinchen oder Pferd. Es ist zu beachten, daB die Kohlenoxydhaimoglobine 
verschiedener Tierarten sehr verschieden schnell mit Methylenblau reagieren, 
vielleicht wegen der verschiedenen Festigkeit der HbCO-Bindung. vielleicht 
aus anderen Griinden. 


Darstellung der Hdmoglobine. 


Defibriniertes Rattenblut wird in 0,9°,iger Kochsalzlésung aut der 
Zentrifuge gewaschen. Das zum SchluB scharf zentrifugierte Sediment 
wird mit so viel Wasser vermischt, daB das Gesamtvolumen gleich dem 
urspriinglichen Blutvolumen ist. Die Kristailisation des Oxyhamoglobins 
beginnt fast sofort und wird vervollstaéndigt, indem man 2 Stunden mit 
Eis kiihlt. Dann ist 90 bis 95°, des Oxyhamoglobins auskristallisiert. 
Um die Kristalle von den Stroma zu trennen, zentrifugiert man kurz, 
wobei die schweren Kristalle zu Boden sinken und die leichten Stroma in 
der iiberstehenden Fliissigkeit bleiben. Da die Kristalle in Wasser fast 
unléslich sind, kann man ohne wesentliche Verluste beliebig oft mit Wasser 
waschen. Dies ist die einfachste und sicherste Methode, um reines, nicht 
denaturiertes Hamoglobin darzustellen. In ahnlicher Weise gewinnen wir 
kristallisiertes Oxyhaimoglobin aus Meerschweinchenblut, mit dem Unter- 
schied, daB wir nach dem Mischen des Zellsediments mit Wasser nicht kith/en. 
sondern auf 38° (etwa 60 Minuten) erwarmen. 

Kristallisiertes Methamoglobin stellen wir dar, indem wir defibriniertes 
Meerschweinchenblut mit 0,9°,iger Kochsalzlésung auf der Zentrifuge 
waschen, mit Kochsalzlésung auf Blutvolumen auffiillen und nun '/; Volumen 
einer Lésung von Phenylhydroxylamin in 0,9 °,,iger Kochsalzlésung zugeben, 
die in bezug auf Phenylhydroxylamin 7/39 molar ist. Man wascht die 
braunen Zellen mehrmals auf der Zentrifuge, cytolysiert das Zellsediment 
mit Wasser, indem man mit Wasser auf Blutvolumen auffiillt und 
halt die braune cytolysierte Fliissigkeit einige Stunden bei 38°. Bei 38°. 
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nicht bei 0°, kristallisiert ein groBer Teil des Methamoglobins in Tetraedern 
aus und wird durch Waschen mit Wasser, wie oben beschrieben, von den 
Stroma befreit. 

Kristallisiertes Pferdehamoglobin gewinnen wir nach Woilstdtter und 
Pollinger’ durch Fallen mit Alkohol in der Kilte. 

Ratten- und Meerschweinchen-Hamoglobinkristalle lésen wir in m/10 
Borat von px 9,5, Pferdehimoglobinkristalle sind auch in Wasser oder in 
Phosphat von px 7,5 hinreichend léslich. 

Manometrische Bestimmung von Methdmoglobin. In den Hauptraum 
eines kegelf6rmigen MeBgefaBes bringen wir 1 ccm der zu messenden Met- 
hamoglobinlésung und 1 cem m/10 Borat von px 9,5, in den Einsatz 0,1 cem 
Wasser und ein Staébchen gelben Phosphor, in die trockene Birne 3 bis 5 mg 
Natriumhydrosulfit. Der Gasraum wird mit Kohlenoxyd gefiillt. Man 
hangt in den auf 20° einstehenden Thermostaten ein, schiittelt, bis der 
Gasraum sauerstofffrei ist (Aufhéren der negativen Drucke) und gibt dann 
das Hydrosulfit in den Hauptraum. Das Methimoglobin wird von dem 
Hydrosulfit reduziert, und es wird eine dem Methimoglobin aquivalente 
Menge Kohlenoxyd aufgenommen. Bei 20° ist in etwa 5 Minuten der 
Enddruck erreicht. 

Voraussetzung der Methode ist, daB die Methamoglobinlésung keine 
Substanzen enthalt, die Methamoglobin reduzieren. Cytolysiertes Blut 
enthalt solche Substanzen, und deshalb nimmt methiéimoglobinhaltiges 
cytolysiertes Blut schon Kohlenoxyd auf. ehe das Hydrosulfit aus det 
Birne eingekippt wird. 


Leukomethylenblau und Methdémoglobin. 


DaB Methylenblau bei Gegenwart von Blausaiure aus Kohlenoxyd- 
hamoglobin Kohlenoxyd austreibt, ist in einer friiheren Arbeit mit- 
geteilt worden. Daf die Reaktionsprodukte, Leukomethylenblau 
und Methaimoglobin, unter Bildung von Methylenblau und Hamoglobin 
zuriickreagieren, soll der folgende Versuch zeigen. 


20°. Meerschweinchenmethaimoglobin in m/10 Borat. px 9,5. 





Gefab I Gefi6b I Gefab I 
Hauptraum..... 15eem HbOH-Lsg. 15ecem HbOH-Lsg. 15cem HbOH-Lsg 
= 80emm CO) (= 80emm CO) (= 80emm CQO) 
+ 0.2eem n/10 KCN + O11 n/lO KCN 
= 450 emm) (= 225 emm) 
PE ra. SS Ok a hee 1,5 mg Leukomethylen- | 
blau in 0,15 ecm > > 
n/l0 HCl 
OE. 6 4 ka 6 0,2 cem Chromchloriir > > 
Gasraum...... 100%, CO > > 
Min. nach Einkippen 
des Leukomethylen- | 
blaues emm CO absorbiert emm CO absorbiert | cemm CO absorbiert 
“J 
5 75 
20 78 
45 80 
120 80 6 10 
180 80 10 16 


1 Willstatter u. Pollinger, H.S. 180, 281, 1923. 
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Wie man sieht (GefaB 1), wird das Methaimoglobin schnell von 
Leukomethylenblau reduziert. Blausaure (GefaBe IT und II1) hemmt 
die Reaktion, um so starker, je gréBer die Blausiurekonzentration ist. 
Da die GefiBe Il und II] mehr Blausaéure enthalten als Methamo- 
globin und die Bindung zwischen Blausdure und Methamoglobin sehr 
fest ist, so sind die HbC N-Konzentrationen in den GefaiBen IT und IT] 
praktisch gleich. Trotzdem sind die Geschwindigkeiten verschieden. 
Es folgt daraus, dab es HbOH, nicht HbCN ist, das in den GefaiBen II 
und III reagiert. Die HbOH-Konzentration muB um so _ kleiner 
sein, je héher die Konzentration der Blausaéure ist. 

Der Versuch ist lehrreich auch mit Hinblick auf die Blausaure- 
wirkung in lebenden Zellen, indem er wiederum! zeigt, daB es die 
Reduktion des dreiwertigen Eisens ist, die die Blausiure hemmt, viel- 
leicht durch Ersatz der an das Eisen gebundenen oxydierend wirkenden 
OH-Gruppe durch die indifferente CN-Gruppe. In der Tat ist eine 
Hemmung der Oxydation von zweiwertigem Hamineisen bisher snicht 
beobachtet worden, und hierzu stimmt, daB die Blausiurehemmung 
in lebenden Zellen vom Sauerstoffdruck unabhangig? ist. 


Methylenblau und Hdmoglobin, Methylenblau variiert. 
In Abb. | ist ein Versuch graphisch dargestellt, bei dem zur Zeit 
0 vier GefiBe gleichviel Himoglobin, gleichviel Blausaure und 
Blau w] 
emg Blau" | 
10mg Blau W | 


| 
W000 90 120 130 100 210 00 270 300 30 
—> Zeit in Minuten 
Abb. 1. 
Rattenhamoglobin in m/10 Borat, py 9,5. Temperatur 30°. Methylenblau variiert. 


Die Anfangsbedingungen waren : 
Gefab I: 
275emm Hb CO, 610emm Blausiure, 5 Vol.-°/, CO in Argon. In der Birne 21,.8emm Methylenblau. 
Gefab LU: 
275emm Hb CO, 610emm Blausiure, 5 Vol.-°/9 CO in Argon. In der Birne 54,5cmm Methylenblau. 
GefiB LI: 
275emm Hb CO, 610emm Blausi&ure, 5 Vol.-°/9 CO in Argon. In der Birne 109emm Methylenblau 
Gefab IV: 
275emm Hb CO, 610emm Blausiure, 5 Vol.-° 9 CO in Argon. In der Birne 218¢mm Methylenblau 
Zu beachten ist, dai 1 emm Methylenblan 2cmm Kohlenoxyd austreiben kann. 


' H. A. Krebs, diese Zeitschr. 204, 322, 1929. 
2? O. Warburg, ebendaselbst 189, 354, 1927. 
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im Gasraum gleichviel Kohlenoxyd enthielten. Zur Zeit ¢ — 0 wurden 
verschiedene Mengen Methylenblau aus den Ansatzbirnen eingekippt. 
Dann wurde der zeitliche Verlauf der Kohlenoxydabspaltung gemessen. 
In jedem der vier GefiBe machte die Kohlenoxydentwicklung halt, 
ehe die Reaktion vollstandig war. Naheres ersieht man aus der Legende 
zu Abb. 1, sowie aus Protokoll 1. 

Der Versuch zeigt, daB die Geschwindigkeit der Hamoglobin- 
oxydation bei kleinen Methylenblaukonzentrationen mit der Methylen- 
blaukonzentration wachst, da aber der EinfluB der Methylenblau- 
konzentration mit zunehmender Methylenblaukonzentration abnimmt. 
In GefaB II] und IV sind die Geschwindigkeiten der Hamoglobin- 
oxydation bis zur Zeit t = 150 Minuten fast gleich, obwohl GefaiB IV 
doppelt soviel Methylenblau enthielt wie GefaB II. 


Methylenblau und Hdmoglobin, Kohlenoxyddruck variiert. 

In Abb. 2 ist ein Versuch graphisch dargestellt, bei dem zur Zeit 
t=O vier GefiBe gleichviel Haimoglobin, gleichviel Blausiure und 
in den Birnen gleichviel Methylenblau enthielten, wahrend die Gas- 
riume mit vier verschiedenen Kohlenoxyd-Argonmischungen gefiillt 
waren. Zur Zeit ¢ = 0 wurde das Methylenblau eingekippt. In jedem 
der vier GefiBe machte die Kohlenoxydentwicklung halt, ehe die 
Reaktion vollstandig war. Naheres ersieht man aus der Legende zu 
Abb. 2 sowie aus Protokoll 2. 

Der Versuch zeigt, daB die Geschwindigkeit der Hamoglobin- 
oxydation um so gréBer ist, je niedriger der Kohlenoxyddruck ist. 
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— Zeit in Minuten 
Abb. 2. 
Rattenhimoglobin in m 10 Borat, Py 9.5. Temperatur 30 Koblenoxyddrack \ariiert 
Die Anfangsbedingungen waren: 
Gefab I 


280emm Hb CO, 610 emm Blausiure, 109cmm Methylenblau. Gasraum 30 Vol.-° 9 CO in Argon 


Gefab I: 


280emm Hb CO, 610 emm Blausiure, 109emm Methylenblau. Gasraum 15 Vol.-° » CO in Argon 


Gefabh I: 


280emm Hb CO, 610 emm Blaus&ure, 109emm Methylenblau. Gasraum 10 Vol.-° 9 CO in Argon 


Gefiili IV: 


280emm Hb CO, 610 cemm Blausiure, 109emm Methvlenblau. Gasraum 5 Vol.- CO in Argon 
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Mathematische Theorie'. 


Wir gehen davon aus, daf die Geschwindigkeit der Hamoglobin- 
oxydation bei groBen Methylenblaukonzentrationen unabhangig von 
der Methylenblaukonzentration ist. Da man weib, daB Methylenblau 
sich mit EiweiBk6rpern verbindet, so wird sich das Haimoglobin mit 
steigenden Methylenblaukonzentrationen in steigendem Mafe mit 
Methylenblau ,,sattigen’’. Die Annahme liegt nahe, daB es die Himo- 
globin-Methylenblau-Verbindung? ist, in der sich die Hamoglobin- 
oxydation abspielt. Dann ist die Geschwindigkeit der Oxydation der 
Konzentration der Hamoglobin-Methylenblau-Verbindung proportional. 
Ist der Sattigungsgrad des Hamoglobins @ = 1, so ist die Hamoglobin- 
oxydation unabhangig von der Methylenblaukonzentration. 


Ist 6 die Anfangskonzentration an Kohlenoxydhamoglobin und x 
die zur Zeit ¢ entwickelte Kohlenoxydmenge, so machen wir fiir die 
Reaktion Methylenblau +- Himoglobin (Hinreaktion) den Ansatz 


dx 


di = k.o J (b x). 


wo k die Geschwindigkeitskonstante ist. 


Was die Riickreaktion (Leukomethylenblau + Methamoglobin) 
anbetrifft, so ist zu erwahnen, daB das in alkalischer Lésung schwer 
lésliche Leukomethylenblau ausfallt, daB wir also die Leukomethylen- 
blaukonzentration als konstant betrachten kénnen. Dann ist der ein- 
fachste Ansatz fiir die Riickreaktion 


dx 7 


di - — kg 


und fiir den gesamten Umsatz 


dx 


= k.o.(b-- 2x) —k’.z, : 


wo @ im allgemeinen eine Funktion von = ist. 


Ist aber die Methylenblaukonzentration so groB, daB von Anfang 
bis Ende der Reaktion g = 1 gesetzt werden kann, so geht Glei- 


chung (3) tiber in 


d 
7 = k.(b— x) — kz. (4) 


1 Wir beriicksichtigen hierbei nicht, daB ein Hamoglobinmolekiil vier 
Hamin-Eisenatome enthalt, und rechnen nicht mit vier, sondern nur mit 
einer Geschwindigkeitskonstanten der Oxydation und nur mit einer Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Reduktion. 

2 Nicht die HbCO-Methylenblau-Verbindung. 
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Bei der Gleichgewichtskonzentration x,, ist 


& = k.(b— xg) — k' 2@, (5) 


, l 
k+k = — | -In(I )- (8) 
Eine zweite Gleichung fiir k und k’ liefert die Gleichgewichts- 
bedingung (5) 
ku b— xe 


k Le 
so dab wir also aus dem zeitlichen Verlauf der Reaktion und dem Gleich- 


gewicht die Geschwindigkeitskonstante k der Hinreaktion und die Ge- 
schwindigkeitskonstante k’ der Riickreaktion berechnen kénnen. 


Wir fiihren die Rechnung aus fiir diejenigen Kurven, fir deren 
Anfang und Ende wir g@ = 1 setzen kénnen. Es sind dies, wie man aus 
den Abbildungen und deren Legenden leicht entnimmt, die Kurve IV 
der Abb. 1 und die Kurvenl und II der Abb. 2. Es ergibt sich mit 


_ den Zahlen der Protokolle 1 und 2: 


Kurve IV. Abb. 1. (5°, CO. Anfangskonzentration von Blau: 218 emm.) 


k’ h co 








b= 275cemm. 2, = 86cmm. ; 2,2 
Xi; 
Zeitlicher Verlauf: 
k+k = + in(i—- 
~ rq k k’ 
t z 
1 1 1 
| Minuten} femm CO} | simare | | dizaten | | Minuten | 
30 18,5 0,0081 | 
90 44 0,0081 oe 
190 68 0.0081 | 0.0025 0.0056 
330 80,5 (0,0084 ) 
ore) 86 


Mittel: 0,0081 
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Kurve 1, Abb. 2. (30°, CO. Anfangskonzentration von Blau: 109 ¢mm.) 
B’ b— re 
b 280 ¢mm. ry; 22 ¢mm. | ey P 
, Ly 
Zeitlicher Verlaut: 
b+Y =-+bh (1- = 
F , t rq ) k ie 
t F 4 
[siecacn | ls 1 - | : 1 
| Minuten} emm | Sdimeten Minuten | Minuten | 
40 5,0 0,0064 | 
120 12,5 0,0070 P ae 
180 16.5 0.0051 | 0.000 49 0.005% 
240) 19,0 (0,0083) 
ox 22 
Mittel: 0,0062 
Kurve Il, Abb. 2.) (15°, CO. Antangskonzentration von Blau: LOY cm.) 
k’ 4 Ly 
b 280emm. 2%; 38 cmm. ~—— 4. 
. Le 
Zeitlicher Verlauf: 
z 1 2 
4. as — In ( 1 - ) . y 
t tL , 
Sinaten | eS ee 
Minuten} jemm| | Minuten Minuten Minuten 
\ 40 9,0 0,0067 
120 22.5 0,0075 or ° 
180 28 010074 0.000 9% 0.0062 
i 240 33 (0,0085) 
q oo 38 


Mittel: 0,0072 


Diskussion. 


Am genauesten ist der Versuch Kurve IV, Abb. 1, weil hier die 


1 < 
Ausschlage am gréBten sind. Hier ist der Ausdruck ; In (1 
\ vq 
ausgezeichnet konstant, was beweist, da die Gleichung (4) richtig 
ist. Obwohl die Konzentration des Methylenblaus wahrend der Re- 
aktion abnimmt, hangt die Geschwindigkeit der Hinreaktion allein 
von der Konzentration des HbCO ab und ist ihr proportional. 


Weniger genau, wegen der kleinen Ausschlage, sind die Versuche 
Kurve I und II der Abb. 2. Aber auch hier schwankt der Ausdruck 


1 x 
; In (1 nicht mehr, als nach den Fehlergrenzen der Messungen 
UG 


zu erwarten ist. 
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Aus den drei Versuchen ergibt sich fiir die Geschwindigkeits- 
konstante der Hinreaktion , 
in 5°, CO k = 0,0025, in 15°, CO k = 0.00097, in 30°, CO k | 000049, 
woraus man erkennt, daB die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion 
nahezu umgekehrt proportional dem Kohlenoxyddruck, das heibt 
proportional der Konzentration an Hb ist, wenn die Gleichung gilt: 
CO-Hb 
HbCO 

Die Konstante der Rickreaktion muB nach der Theorie bei den drei 
verschiedenen Kohlenoxyddrucken gleich sein. In der Tat findet man 


= konst. 


in 5°, CO k’ 0.0056, in 15°, CO hk’ 0.0062, in 30°, CO k’ 0.0057. 


Zu bemerken ist noch, daB die Anderungen des Kohlenoxyd- 
druckes und der Blausdurekonzentration im Verlauf der Reaktion 
nicht beriicksichtigt worden sind. Weil der Kohlenoxyddruck steigt, 
wird & im Verlauf der Reaktion ein wenig abnehmen, und weil die 
Blauséurekonzentration sinkt (durch Reaktion der Blauséure mit 
mit HbOH), wird k’ im Verlauf der Reaktion ein wenig zunehmen. 

Wiirde man & durch den Dissoziationsgrad des Kohlenoxyd- 
hamoglobins und k’ durch den Dissoziationsgrad des Cyanmethimo- 
globins dividieren, so erhielte man die Geschwindigkeitskonstanten 
fiir diejenigen Molekiilgattungen, die wirklich reagieren. Doch ist die 
Dissoziationskonstante des Cyanmethamoglobins unbekannt, die 
Dissoziationskonstante des Kohlenoxydhamoglobins bisher zu ungenau 
bestimmt, als da} man damit rechnen kénnte. 


Protokolle. 
Protokoll 1. 


Methylenblau + Kohlenoxydhamoglobin. Methylenblau variiert. Ratten 
hamoglobin. 30°. Lésungsmittel: m 10 Borat. pu 9.5. Eimsatz: Phosphor. 








Gefah I Gefils I Gefah Il Gefat) IN 
Hauptraum. . . 2ceem HbCO-Lsg. 
(= 275emm CO) { 
03eem nILKCN si = “6 
(= 610 emm) 
Gasraum.... 5 Vol-%, CO in Argon > a > 
>? rears 0,2ecm 0,2 &/9iges 0.05 cem 2°/,iges O,lecem 2° piges O.2¢cem 2° /giges 
Methylenblau Methylenblau Methylenblau Methylenblau 
( 21,8 emm) ( 54.5 emm) { 109 emin) ( 218 cmm) 
Min. nach Ein- 
kippen des Blau cmm CO emm CO emm CO emm CO 
30 13 1s 19 [8.5 
90 22.5 36 44 44 
190 28 50 66 68 
330 30.5 52,5 74 80.5 
420 29 51,5 74,5 84 
550 30,5 51,5 73.5 S6 


30 52 74 86 








158 O.Warburg u. A. Reid: Oxydation v. Hamoglobin d. Methylenblau. 


Bei dem Versuch ist zu beachten, daB die Gesamtvolumina an 
Flissigkeit in den verschiedenen GefiBen nicht ganz gleich sind. 


Protokoll 2. 





Methylenblau -++ Kohlenoxydhimoglobin. Kohlenoxyddruck _ variiert. 
Rattenhimoglobin. 30°. Lésungsmittel: m/10 Borat, px 9,5.  Ejinsatz: 
Phosphor. 

GefiB I Gefa6 I Gefa6 I Gefab IV 
Hauptranm. . . 2cem HbCO-Lsg. | 
(<= 280emm CO) nd 
0.3ecem njll1 KCN { ” “ 
(= 610 emm) 
Ree O,lecem 2° ,iges | 
Methylenblau — > > 
(= 109 emm) 
Gasraum.... 30 Vol.-9 5 CO 15 Vol.-8 9 CO 10 Vol.-8/5 CO 5 Vol.-°,9 CO 
in Argon in Argon in Argon in Argon 
Min. nach Ein- 
kippen des Blau emm CO emm CO emm CO emm CO 
40 5,0 9,0 15 24 
120 12,5 22.5 38 56 
180 16,5 28 46 66 
240 19,0 33 51 73 


600 22.0 38 a8 73 
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Manometrische Messung der sauerstofflosen Atmung. 
(Versuche mit Essigbakterien.) 


Von 
Albert Reid. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin- Dahlem.) 
(Eingegangen am 10, September 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Reduziert man Methylenblau (Chlorid) in neutraler Losung zur 
Leukobase, so wird pro Molekiil Farbstoff 1 Molekiil Salzsaure frei, weil 
Leukomethylenblau eine schwache Base und in Wasser schwer léslich 
ist. In Bicarbonat-Kohlensaurepuffer entsteht dabei eine dem reduzierten 
Farbstoff aquivalente Menge freie Kohlensiure, die manometrisch 
gemessen werden kann. Wie Methylenblau verhalten sich andere 
Farbstoffe, z. B. Neu-Methylenblau. 

In den Hauptraum eines kegelf6rmigen MeBgefaBes gibt man 
2cem einer 0,025 mol. Lésung von NaHCO, und einige Milligramm 
Farbstoff (-Chlorid), in die Ansatzbirne die dreifache Gewichtsmenge 
neutrales Cystein. Der Gasraum enthalt 25 Vol.-°,, CO, in Argon. 
Mischt man zur Zeit t = 0 den Inhalt der Birne mit der Farbstoff- 
lésung, so sind bei 28° die entwickelten Kohlensiuremengen: 





| 0,5 ¢em m/100 0,5 cem m/100 
t Methylenblau Neu-Methylenblau 
memes emm CO, emm CO, 
entwickelt entwickelt 
130 112 (entfarbt) 76 
300 112 114 (entfairbt) 


das sind (innerhalb der Fehlergrenzen) die bei totaler Hydrolyse der 
Leukobase zu erwartenden Kohlensdiuremengen (berechnet 112 cmmCQ,). 
Die Endwerte fiir beide Farbstoffe sind gleich, die Geschwindigkeiten, 
mit denen die Endwerte erreicht werden, sind verschieden. 
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In dem angefiihrten Beispiel ist das Reduktionsprodukt (salz- 
saures Leukomethylenblau) sauer, das Oxydationsprodukt (Cystin) 
neutral. Reduziert man Methylenblau anstatt mit Cystein mit lebenden 
Zellen, so ist auch das Oxydationsprodukt im allgemeinen sauer, z. B. 
Kohlensdure, Essigsiure, Brenztraubensiure, und es wird bei der 
Reaktion — die man sauerstofflose Atmung nennt — mehr Kohlensaure 
entwickelt als 1 Mol pro Mol reduzierten Farbstoffs. Aus der Menge 
an zugesetztem Farbstoff und dem Endwert an entwickelter Kohlen- 
siure kann man das Verhaltnis zwischen Farbstoffverbrauch und 
saurem Oxydationsprodukt berechnen. 

Etwas anders liegen die Verhaltnisse, wenn man Chinon als Oxy- 
dationsmittel benutzt. Reduziert man Chinon mit Cystein. so sind 
teduktionsprodukt (Hydrochinon) und Oxydationsprodukt (Cystin) 
neutral, und es wird keine Kohlenséiure aus dem Bicarbonat aus- 
getrieben. Reduziert man Chinon durch lebende Zellen (sauerstofflose 
Atmung), so ist das Oxydationsprodukt im allgemeinen sauer — Kohlen- 
sdure, Essigsiure, Brenztraubensiure und es erscheint Kohlensaure, 
deren Menge hier aquivalent ist der Menge an saurem Oxydations- 


produkt. 


Die Methode wird im folgenden erlautert durch Versuche mit 
Essigbakterien, deren sauerstofflose Atmung von H. Wieland! entdeckt 


und von HH. Wieland und A. Bertho? naher untersucht worden ist. 


Fssigbakterien. 

Als Versuchsmaterial diente Bacterium pasteurianum. Die Stamm- 
kultur verdanke ich Herrn Prof. C. Newberg. Die Kulturen wurden 
bei 28° auf alkoholhaltigem Bierwiirze-Bouillon-Agar gezogen und 
nach zwo6lfstiindigem Wachstum geerntet. Beim Abschwemmen vom 
Agar mit Hilfe eines Glasstabes erhalt man eine Suspension, aus der 
durch kurzes Zeutrifugieren etwaige zu Klumpen zusammengeballte 
Bakterienhaufen entfernt werden. Die Bakterien werden dann dreimal] 
auf der Zentrifuge mit der zum Versuch benutzten Pufferlésung oder 
mit 1° iger Kochsalzlésung gewaschen. 


Sauerstoffatmung. 

Bei der Sauerstoffatmung der Essigbakterien wird Alkohol ver- 
brannt, vorwiegend zu Essigsiure, zu einem kleinen Teil zu Acetaldehyd. 
Der Q-Wert der Sauerstoffatmung ist grob. 1 mg ‘Trockensubstanz 
verbraucht bei 28° pro Stunde rund 1000 emm Sauerstoff. Die Atmung 


1 H. Wieland, Chem. Ber. 46, 3335, 1913. 
2 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 
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ist unempfindlich gegen Anderungen des Milieus, in Acetatpuffer von 
pu 5,7 und in Kohlensiéiure-Bicarbonatpuffer von py 7,5 sind die 
(-Werte ungefahr gleich. 

Die Sauerstoffatmung der Essigbakterien verhalt sich wie die 
Sauerstoffatmung der meisten aeroben Zellen: sie ist bis herab zu 
niedrigen Sauerstoffdrucken unabhangig vom Sauerstoffdruck, sie wird 
gehemmt durch kleine Konzentrationen von Blauséure! und Schwefel- 
wasserstoff und durch Kohlenoxyd?, das man dem Sauerstoff beimischt. 
Die durch Kohlenoxyd gehemite Atmung erscheint wieder im Licht?. 
Die Absorptionsbanden des hier wirksamen sauerstoffiibertragenden 
Ferments sind nach der photochemischen Methode gemessen worden 
und stimmen mit den Banden des Hefeferments weitgehend itiberein®. 

Um die Sauerstoffatmung der Essigbakterien in Acetatpuffer zu 
messen, benutzt man kegelférmige GefaiBe. Da sich Kohlensiure bei 
der Alkoholverbrennung nicht bildet, so fallt die Kalilauge im Finsatz 
fort, ein Vorteil fiir viele Versuche. 

Um die Sauerstoffatmung der Essigbakterien in Kohlensdure- 
Bicarbonatpuffer zu messen, benutzt man das Prinzip des GefaiBpaares 
mit variiertem Fliissigkeitsvolumen* (vgl. Protokoll 1). Man erhalt 
dabei neben dem Sauerstoffverbrauch die gebildete Essigsiure (als 
Kohlensaure, die durch die Essigséure aus dem Bicarbonat ausgetrieben 

Essigsaiure gebildet 
wird). Das Verhaltnis .———.. finde ich (Protokoll 1) etwa 
Sauerstoff verbraucht 
gleich 0,8, wahrend die Verbrennung von Alkohol zu Essigséiure den 
Wert 1 geben sollte. Rund 20°, des veratmeten Sauerstoffs werden 
zur Bildung von Aldehyd verbraucht. 


Histohimatine. 


Von den Mac Munnschen Histohaimatinen scheint dasjenige mit 
dem langwelligsten Absorptionsspektrum in den Essigbakterien zu 
fehlen. Es ist mir nicht gelungen, ein Band bei 605 um zu sehen. Im 
iibrigen stimmen die Spektren der reduzierten Histohimatine in Essig- 
bakterien und Hefezellen iiberein. 

Kohlenoxyd, in eine Suspension von Essigbakterien eingeleitet, 
bewirkt keine Anderung des Absorptionsspektrums der Mac Munnschen 
Hamatine, in Ubereinstimmung mit dem Verhalten anderer Zellen®. 


' H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928, 

* H. Tamiya u. K. Tanaka, Acta Phytochimica 5. 167 (Tokio 1930). 

> Unveréffentlichte Versuche. 

40. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 

5 Perselbe, Katalytische Wirkungen der lebendigen Substanz, S. 272. 
Berlin 1928; diese Zeitschr. 189. 354, 1927. 
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Ich habe gepriift, ob auch bei hoéheren Kohlenoxyddrucken keine 
Reaktion mit Kohlenoxyd nachzuweisen ist. In einen Messingzylinder 
(Abb. 1) mit Glasfenstern wurde ein Reagenzglas, gefillt mit Bakterien- 
suspension, gestellt. Durch das Reagenzglas wurde Kohlenoxyd von 
Drucken bis zu 60 Atmosphiren geleitet und dabei das Spektrum 
durch die Glasfenster beobachtet. Zum Vergleich diente eine gleiche, 
aber kohlenoxyd/reie Bakteriensuspension. Beide Spektren wurden 
iibereinander projiziert. Selbst bei einem Kohlenoxyddruck von 
60 Atm. konnte kein Unterschied zwischen beiden Spektren festgestellt 
werden. Im Gegensatz zu dem sauerstoffiibertragenden Ferment der 
Essigbakterien reagieren also diejenigen Hamine, die man mit dem 
Spektroskop sehen kann, nicht mit Kohlenoxyd. 


Nohlenoryd-bombe Spek fraskop 








Druckgefis 


Abb. 1. 
Messingzylinder mit Glasfenstern zur Beobachtung von Absorptionsspektren unter Druck. 


Sauerstofflose Atmung. 


H. Wieland! fand, daB bei der sauerstofflosen Verbrennung des 
Alkohols ebenso wie bei der Verbrennung durch Sauerstoff der Alkohol 
vorwiegend zu Essigséure, zu einem kleineren Teil zu Aldehyd oxydiert 
wird. Als Oxydationsmittel benutzte Wieland Methylenblau oder 
Chinon. Chinon war wirksamer als Methylenblau*. Blausiure hemmte 
bei groBen Konzentrationen beide Arten von sauerstoffloser Atmung?. 


1 H. Wieland, Chem. Ber. 46, 3335, 1913. 
* H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 
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Manometrische Messung der sauerstofflosen Atmung. 
Methylenblau, Neu-Methylenblau. 

Als VersuchsgefiBe dienten kegelférmige GefiBbe mit Einsatz 
im Hauptraum und Ansatzbirne. Der Einsatz enthielt eine konzen- 
trierte Losung von Chromchloriir zur Entfernung von Sauerstoffspuren. 
Die Suspensionsflissigkeit war eine 0,025 mol. NaHCO,-, 0,1 mol. 
Alkohollésung, die bei manchen Versuchen noch 1°, Kochsalz enthielt. 
Der Gasraum wurde in der Regel mit einer Mischung von 25 Vol.-°, 
Kohlenséure und 75 Vol.-°, Argon gefillt. Waren Temperatur und 
Druck ausgeglichen, so wurden Bakterien und Farbstoff zusammen- 
gegeben, wobei entweder der Hauptraum den Farbstoff und die Birne 
die Bakterien enthielt oder der Hauptraum die Bakterien und die Birne 
den Farbstoff. Die erste Anordnung war die bessere. 


Damit man aus den graphischen Darstellungen ohne umstandliche 
Rechnung sieht, wieviel Farbstoff zu einer beliebigen Zeit ¢ noch un- 
verbraucht ist, sind die Mengen an Farbstoff pro GefaB in Kubikmilli- 
meter angegeben (1 Mol = 22400 .10%cmm). Will man in Mole/Liter 
umrechnen, so hat man zu bedenken, daB 1 ccm einer | mol. Lésung 
22400 cmm enthalt. 


In Tabelle I ist eine Beobachtungsreihe mit Methylenblau und 
Neu-Methylenblau als Oxydationsmittel wiedergegeben. Abb. 2 ist 
eine graphische Darstellung der Messungen. Nach einer kurzen Latenz- 
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Abb. 2. 
Versuch der Tabelle 1. Anfangskonzentrationen an Farbstotf 2,1.10-5 Mole Liter. 


zeit (Ausgleich der Konzentrationen) steigt die Umsatzkurve geradlinig 
an und biegt erst um, wenn der Farbstoff fast vollstindig verbraucht 
ist. Die Geschwindigkeit der Reaktion ist also in weiten Grenzen un- 
abhangig von der Konzentration des Farbstoffs in der umgebenden 
Flissigkeit. Methylenblau reagiert schneller als Neu-Methylenblau, 
und zwar, wenn man die Bakterienmengen beriicksichtigt, etwa neunmal 
so schnell. 


11° 
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Tabelle J. 


(Methylenblau und Neu-Methylenblau). 





280 0 
Gefab I Gefab LU 
Hauptraum os tizemm Neu-Methylendblan 112 cmm Methylenblau 
in 2.4cem NaH CO,—Alkoho!l in 2.4eem NaHCO,— Alkoho! 
NaHCOs,: 0,025 molar NaHCO : 0,025 molar 
Alkohol: 0,1 molar Alkohol: 0,1 molar 
Gasraum .. . 25 Vol.-°/9 COg in Argon 25 Vol.-9/g COg in Argon 
a 12¢mm Bakterien 3emm Bakterien 
2 ee cmm CO, cum Fest tll cmm CO, nm Boe- com Bovis 
(Minuten) ouwtshen reduziert gebildet entwickelt  peduziert gebildet 
10) 1,5 1,1 0,4 3,0 2,1 0.9 
20 6,5 4.6 1,9 13 9,3 3,7 
30 9,5 6,8 2,7 24 17 7 
40 12,5 8.9 3.6 35 25 10 
64 23 16 7.0 60 43 17 
90 35 25 10 85 61 24 
120 48 34 14 111 79 32 
170 70 50 20 150 107 3 
240 97 69 28 157 112 45 
(entfirbt) 
420 147 105 42 157 112 45 


(nicht ganz 
entfirbt) 


Mole Essigsaiure gebildet ‘ h Tabelle I 
ist nach Tabelle 
Mole Methylenblau verbraucht 
? P _ ... Mole Essigsaure gebildet 
gleich 0,41, wahrend das Verhaltnis - — nach 
Mole Sauerstoff verbraucht 
Tabelle ILL rund 0,8 ist. Zwei Mole Methylenblau sind hiernach einem 
Mol Sauerstoff aquivalent : 
CH,CH,OH + 10, -CH,COOH + H,O. 
CH,CH,OH + 2M* + H,O = CH,COOH + 2MH,, 


Das Verhaltnis 


Chinon. Sauerstoff. 


Tabelle I enthalt eine Versuchsreihe mit drei verschiedenen 
Chinonkonzentrationen, von denen die kleinste etwa 1/5) molar ist. 
Die Anfangsgeschwindigkeiten der Essigsiurebildung sind bei allen 
drei Chinonkonzentrationen gleich. Im Laufe der Zeit nehmen die 
Geschwindigkeiten ab, stirker in den GefaBen mit der héheren Chinon- 
konzentration. Der Abfall der Geschwindigkeit ist also nicht durch 
das Sinken der Chinonkonzentration bedingt, sondern durch eine 
Schadigung der Zellen. 


* M = Methvlenblau. 
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Tabelle 11. 


(Chinon.) 28°. 





Atmung. 165 





Hauptraum 


(rasraul 


Birne . 


Nach Einkippen 
der Bakterien 
(Minuten) 


10 
20 
30 
45 
60 
130 


Gefib I 
5mg Chinon 
( 1040 emm) 
in 2.4c¢cem 
Na H CO3—Alkohol 
NaHCO,: 0,025 molar 
Alkohol: 0.1 molar 
25 Vol.-°/, C O» in Argon 


9,.25emm Bakterien 


emm CO» 
emm Essigsiure 
entwickelt 


13 
26 
38 
56 
71 
126 


Um die Geschwindigkeit 


mit der Geschwindigkeit 


Gefais Il 
10mg Chinon 
( 2080 ¢mm) 
in 2,4cecem 
NaHCO, — Alkohol 
NaHCO,: 0,025 molar 
Alkohol: 0,1 molar 


25 Vol.-°') CO» in Argon 
0.25emm Bakterien 
emm CO, 


cmm Essigsiure 
entwickelt 


Gefab U1 


20mg Chinon 
(= 4160 emm) 
in 2,4cem 
NaHco,— Alkohol 
NaH Og: 0,025 molar 
Alkohol: 0.1 molar 


25 Vol.-0/) CO, in Argon 


0,25emm Bakterien 


emm © Ob» 
emm Essigsiiure 
entwickelt 


13,5 
26.5 
37,5 
49.5 
63 
113 


der Essigsaurebildung durch Chinon 


der Essigsiurebildung durch molekularen 


Sauerstoff zu vergleichen, wurde fiir einen Teil derselhen Bakterien- 
g 


suspension die Sauerstoffatmung gemessen, in gleichem Milieu und 
bei gleicher Temperatur, aber ohne Chinon und mit Luft statt Argon 
im Gasraum. ‘Tabelle II] (Protokoll 1) enthalt das Ergebnis der 
Messung. 

Beide Messungen sind in Abb. 3 graphisch dargestellt. Man sieht, 
daB die Maximalgeschwindigkeit der Essigsiurebildung durch Chinon 
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Versuche der Tabellen II und II. 
Anfangskonzentration an Chinon in Gefiifi I: 1,9.10-2 Mole/Liter 
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etwa doppelt so groB ist wie die Geschwindigkeit der Essigsiurebildung 
durch Sauerstoff. Dies gilt fiir 28°. Bei 5° finde ich noch gréBere 
Unterschiede, namlich in Chinon eine fiinfmal gréBere Geschwindig- 
keit als in Luft. 


Tabelle 111, 


(Molekularer Sauerstoff.) 28°. Methode: GefaBpaar mit variiertem 
Fliissigkeitsvolumen. Vgl. Protokoll 1. 





Suspensionstlissigkeit . . NaHCO,—Alkohol 
NaHCO,: 0,025 molar 
Alkohol: 0,1 molar 
SE. ce ceo « = 25 Vol.-°/96 CO» in Luft 
Bakterion . 2. ses ewe dieselbe Suspension, wie in dem Versuch der Tabelle I 


0,25emm Bakterien 
entwickeln Kohlens&ure 
(Essigséure) 


0,25 emm Bakterien 
verbrauchen Sauerstoft 


in 30’ 23 emm 17 cmm 
60' ye 4 87,5 , 
130’ 100. 85 


Vergleich von Sauerstoffatmung und sauerstoffloser Atmung. 


Will man die Geschwindigkeiten von Sauerstoffatmung und 
sauerstoffloser Atmung vergleichen, so hat man zunichst zu bedenken, 
daB beide Arten von Atmung von den Konzentrationen der Oxydations- 
mittel — des Sauerstoff{s, des Chinons, des Methylenblaus — abhangen. 
Indem man die Konzentrationen der Oxydationsmittel variiert, hat 
man es immer in der Hand, gleiche Geschwindigkeiten der verschie- 
denen Atmungsvorgange zu erzeugen. 

Einen bestimmten Sinn erhalt das Problem erst dann, wenn man 
die Mazimalgeschwindigkeiten vergleicht, die man mit den vier ver- 
schiedenen Oxydationsmitteln erreichen kann. Man hat also bei dem 
Vergleich die Konzentrationen der Oxydationsmittel so zu wahlen, 
daB bei einer Steigerung ihrer Konzentration die Geschwindigkeit 
der Atmung nicht steigt. 

In den Versuchen der Tabellen I, I] und II war diese Bedingung 
erfillt. Wir finden, indem wir die Versuche auf gleiche Zeiten und 
Bakterienmengen umrechnen: 





Maximalgeschwindigkeit 

der Essigstiurebildung 

Oxydationsmittel . bei 28° ; 
(emm Essigsaure pro Std. 

und lemm Bakterien) 


Neu-Methylenblan . .. . 0,62 
Methylenblau. .... . 5,5 
Molekularer Sauerstoff . . 150 


Res Sane 6) ees 312 
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) Wer diese Zusammenstellung betrachtet, wird fiir immer von der 
Absicht geheilt sein, die Sauerstoffatmung durch die Methylenblau- 
reduktion zu messen. Nicht einmal die GréBenordnungen beider Vor- 
ginge stimmen tberein. 

Aus den Zahlen der Zusammenstellung folgt nicht, daB die ver- 
schiedenen Oxydationsmittel verschieden schnell mit dem Alkohol 
oder dem aktivierten Alkohol in der Zelle reagieren. Denn der molekulare 

Sauerstoff reagiert nicht mit dem Alkohol, sondern nur mit dem Eisen 

des sauerstoffiibertragenden Ferments. Auch Chinon und Methylenblau 

reagieren, zum mindesten teilweise, mit dem zweiwertigen Eisen von 

Zellhaminen. 

Chinon und Blausdure. 

Entzieht man Essigbakterien den Sauerstoff, so entsteht durch 
Reduktion der Zcllhamine (des Hamins des sauerstoffiibertragenden 
Ferments sowie der Mac Munnschen Hamine) zweiwertiges Himineisen, 
das durch Methylenblau oder Chinon zu dreiwertigem Eisen reoxydiert?! 
wird. Es folgt daraus, daB mindestens ein Teil der Chinon- und Methylen- 
blauwirkung eine Himinkatalyse ist. Deshalb werden diese Wirkungen, 
ahnlich wie die Sauerstoffatmung, durch Stoffe gehemmt, die sich mit 
Hamineisen verbinden und seine Reduktion verhindern. 

Versuche mit Chinon und Blausiure werden durch den Umstand 
kompliziert, da8 Chinon und Blausdure miteinander reagieren. Einwand- 
frei sind deshalb nur Versuche, in denen die GefaiBe weniger Blauséure 
als Chinon enthalten. Solche Versuche sind in der Abb. 4 graphisch 
dargestellt. Wie man sieht, wird die Blauséurewirkung bald nach Zugabe 
des Chinons kleiner, und diese Abnahme der Blausiurewirkung tritt 
um so schneller ein, je héher die Konzentration an Chinon ist. 
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Abb. 4. 
289. Gasraum 5 Vol.-°, CO, in Argon. Hauptraum: 0,5emm Bakterien in 2,2cem Na (Cl- 
NaH CO,—Alkohol (NaH CO; 0,025 mol., Alkohol 0,1 mol.) mit verschiedenen Blausturemengen. 
Zur Zeit t= 0 wurde das Chinon aus den Ansatzbirnen eingekippt. 22cmm Blausture pro 
Gefaifii bedenten, daf die Anfangskonzentration an Blausiure 4,5.10-4 Mole/Liter war 


10. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
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Stickoxyd und Methylenblau. 


Wie Blauséure verbindet sich auch Stickoxyd mit dreiwertigem 
Hamineisen (z. B. mit Methamoglobin). Deshalb wird die Methylen- 
blauwirkung durch Stickoxyd gehemmt. 

Die Technik der NO-Versuche ist an anderer Stelle beschrieben!. 
In Abb. 5 ist ein Versuch graphisch dargestellt. Wie man sieht, wird die 
Methylenblauwirkung durch 10 Vol.-°,, NO vollstandig, durch 5 Vol.-°, 
NO um etwa 80°, gehemmt. 








10 on = Argon 
| o,N0i0 
5 1 15% | Sona 
5% LO | eae 
70 2 0 0 530 60 70 8 HK WM 
— > Minuten 











Abb. 5. 


10°. Hauptraum: 50cemm Bakterien in 2,2cem NaCl—NaHCO,—Alkohol (0,025 mol. NaHC Us, 
0,1 mol. Alkohol). 


Zur Zeit t= 0 wurden aus den Birnen je 2mg (= 109emm) Methylenblau eingekippt. 


Die Versuche wurden bei 10° ausgefiihrt, weil nach friiheren Er- 
fahrungen Stickoxyd bei héheren Temperaturen giftig wirkt (irre- 
versibel hemmt). 


Um zu priifen, ob auch hier die NO-Hemmung bei 10° reversibe! 
ist, wurden Essigbakterien in Alkohol-Bicarbonatlésung 30 Minuten 
bei 10° mit a) 5 Vol.-°, CO,, 95 Vol.-°4, Argon: b) 5 Vol.-°,, CO,, 5 Vol.-°4 
NO, 90 Vol.-°, Argon geschiittelt. Dann wurde das Gas in b) durch 
5 Vol.-°%, CO,, 95 Vol.-°%, Argon ersetzt. Beide GefiBe wurden auf 25° 
gebracht, und 2 mg Methylenblau wurden zur Zeit t =0 in beide Gefabe 
eingekippt. Die ausgevricbenen Kohlenséuremengen waren: 





Kontrolle Vorher in 5 Vol.-°;, NO 


emm CO», emm CO, 
entwickelt entwickelt 
Nach 30’. .... 13,5 11 
eb OES oe ay 47 52 


' OQ, Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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Kohlenoxyd und sauerstofflose 


Atmungq. 


Tamiya, Hida und Tanaka* haben mitgeteilt, de B die Methylenblau- 
reduktion in Essigbakterien durch Kohlenoxyd gehemmt werde. Ich 


kann diese Angaben nicht bestatigen. 


Methylenblaureduktion wurde durch Kohlenoxyd von dem 


Weder die Chinon- 


noch die 


Druck 


einer Atmosphare gehemmt, wie auch die Konzentrationen an Chinon 


oder Methylenblau variiert wurden. 


Zum SchluB spreche ich Herrn Otto Warburg fiir die Hilfe bei dieser 


Arbeit meinen Dank aus. 


Protokoll 1. 


Sauerstoffverbrauch und Saéurebildung der Essigbakterien bei 28°. 





Gefab I 


Hauptraum 
(NaHCO, 0,025 mol., Alkohol 
0.1 mol.) 
0,25emm Bakterien 


Teem NaHCO,-Alkohollésung 


Gasraum 25 Vol.-‘ CO, in Luft 
Volumina (ecm) . Up 7 te = 7,88 
kK = 0,735 
Gefabkonstanten (qmm) . | V2 ‘ 
| Koo, 1,205 
Druckanderung beobachtet [mm 
(H) 
30 Min. — 16.5 
60. = Ptele — 32.5 
130 . fea Ao 66 


Mit H und hk berechnet man daraus den 
Bakterien nach bekannten Formeln ? 


Gefab 
3cem NaHCO,-Alkohollisung 
(NaHCO, 0,025 mol., Alkohol 
0,1 mol.) 


0.107 ¢mm Bakterien 


25 Vol.- CO, in Luft 

° 2 ° 9-7 

Up =s Veg 12,74 
ko. 1,139 
kon 1,338 





i 


Og 

(emm) 
_ se — 22.5 
_ PRP terete — 47 
130 . — 100 


' Acta Phytochimica 6, 119. 


2 0. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 192 
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Uber die Wirkung von Phenylhydrazin und Phenylhydroxylamin 
auf den Stoffwechsel der roten Blutzellen. 
(Methode zur Messung des Stoffwechsels roter Blutzellen,) 


Von 
Otto Warburg, Fritz Kubowitz und Walter Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin- Dahlem.) 
(Eingegangen am 24. September 1931.) . 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Methémoglobin, in roten Blutzellen durch Amylnitrit erzeugt, 
oxydiert! Koblenhydrat. Das Reduktionsprodukt ist Hamoglobin. 
Schiittelt man die Zellen waihrend der Reaktion mit Sauerstoff, so 
vereinigt sich das Haimoglobin mit Sauerstoff zu Oxyhaimoglobin. Die 
durch Amylnitrit braun gefairbten Zellen werden dabei wieder hellrot. 
Methamoglobin wirkt hier nicht katalytisch, sondern reagiert stéchio- 
metrisch. Jedes einmal reduzierte Eisenatom bleibt reduziert, und 
die Sauerstoffaufnahme ist beendet, wenn das Methimoglobin in 
Oxyhaimoglobin zuriickverwandelt ist. 


Anders verhalt sich, wie in dieser Arbeit gezeigt wird, durch Phenyl- 
hydroxylamin in roten Blutzellen erzeugtes Methimoglobin. Anaerob 
wird wieder Methimcglobin von Kohlenhydrat zu Hamoglobin redu- 
ziert. Sattigt man nach der Reduktion mit Luft, so bildet sich Oxy- 
haimoglobin, und die vorher braunen Zellen farben sich rot. Labt 
man aber Methaémoglobin und Kohlenhydrat bet Gegenwart von Sauer- 
stoff in den roten Blutzellen reagieren, so entsteht bei der Reoxydation 
des Eisens nicht Oxyhamoglobin, sondern Methamoglobin. Die durch 
Phenylhydroxylamin braun gefirbten Zellen bleiben, wahrend sie 
Sauerstoff verbrauchen, braun. Hier liegt eine katalytische Wirkung 
des Eisens vor, eine gegebene Menge Methimoglobin kann beliebige 
Mengen Sauerstoff iibertragen. Die in roten Kaninchenblutzellen 


' O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930 
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erzeugte .,Phenylhydroxylaminatmung* ist etwa 20mal gréBer als die 
normale Atmung. 

Auch Phenylhydrazin, zu roten Blutzellen in vitro zugesetzt, 
farbt die Zellen braun, auch hierbei entsteht, wie wir gefunden haben, 
eine grobe Atmung. Phenylhydrazin zerstért den roten Blutfarbstoff 
unter Bildung von freiem Hamin und denaturiertem Globin. Schiittelt 
man Kaninchenblutzellen, die durch Phenylhydrazin braun gefirbt 
sind, aber noch Oxyhimoglobin enthalten, mit Luft, so oxydieren sie 
Kohlenhydrat unter Entwicklung von Kohlensaure, ihr Sauerstoff- 
verbrauch steigt auf das 10- bis 20fache der normalen Atmung. Ihre 
Farbe bleibt dabei braun. Auch hier liegt eine katalytische Wirkung 
des Eisens vor, die aber komplizierter ist als in den Phenylhydroxyl- 
aminblutzellen. In der mit Phenylhydrazin erzeugten kiinstlichen At- 
mung oxydiert freies Himin Oxyhimoglobin zu Methimoglobin, das 
gebildete Methimoglobin oxydiert das Kohlenhydrat. Ham wird durch 
Sauerstoff zu Hamin reoxydiert, Hamoglobin tritt mit Sauerstoff zu 
Oxyhamoglobin zusammen, womit der Anfangszustand wieder her- 
gestellt ist. Ein autoxydables Eisenatom (des Ham) und ein nicht 
autoxydables Eisenatom (des Hamoglobins) wirken bei dieser Katalyse 
zusammen. 

Injiziert man Kaninchen langere Zeit Phenylhydrazin, so steigt, 
wie P. Morawitz' fand, die Atmung der roten Blutzellen auf das 20- bis 
40fache des Normalwertes. Da Phenylhydrazin die Blutbildung anregt 
und da junge Blutzellen starker atmen? als alte, so schien der Atmungs- 
anstieg der Blutzellen erklart. 

Die Morawitzschen Zellen sind nicht braun, wie die mit Phenyl- 
hydrazin in vitro erzeugten atmenden Zellen. Sie enthalten keine nach- 
weisbaren Mengen an freiem Hamin, aber, wie wir gefunden haben, 
freies denaturiertes Globin. Es sind junge Zellen, die bei der in vivo- 
Behandlung von Phenylhydrazin getroffen worden sind, und die sich 
des freien Hamins durch Ausscheidung oder Zerst6rung entledigt haben. 
Aus der kiinstlichen Atmung entsteht so eine wahre Atmung. 

Phenylhydrazin in vitro erzeugt eine Atmung, bei der grobe Mengen 
Bluthimin Sauerstoff iibertragen. Die Atmung der Morawitzschen 
Zellen ist eine Atmung, bei der unmeBbar kleine Mengen Ferment- 
haimin den Sauerstoff iibertragen. Sie wird durch Spuren von Blau- 
siure gehemmt, ihre Kohlenoxydhemmung ist lichtempfindlich °. 


' P. Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 298, 1909. 

2 O. Warburg. Hoppe-Seyler 59, 112, 1909. 

3 Von allen tierischen Zellen, die wir kennen, sind die Morawittzschen 
Zellen das beste Versuchsmaterial fiir Atmungsversuche in vitro, und wir 
beschreiben deshalb Gewinnung und Verhalten dieser Zellen ausfiihrlich. 
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Unsere Versuchstiere waren Kaninchen. Das Blut wurde durch 
Schiitteln defibriniert. Der Stoffwechsel der Blutzellen wurde in 
0,9°% iger Kochsalzlésung oder in Kochsalzphosphat oder in Ringer- 
bicarbonat gemessen, in Ringerbicarbonat mit zwei GefaBen, in die 
verschiedene Mengen Fliissigkeit gefiillt wurden. Da Hamoglobin 
Kohlenséure und Milchséure retiniert, muBten die Retentionen be- 
stimmt werden. 

Die zur Retentionsbestimmung in Fliissigkeitén entwickelten 
Formeln! waren hier, bei Versuchen mit retinierenden Zellen, nicht 
anwendbar. Wir beschreiben im folgenden ein Verfahren, mit dem die 
Retentionen in Zellen auf einfache Weise bestimmt werden kénnen. 
Das Verfahren ist allgemein anwendbar, auch auf retinierende homogene 
Flissigkeiten (Serum) und macht die umstandlichen Rechnungen, die 
friiher notwendig waren, tberfliissig. 
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Kapitel L. 
Methoden. 
1. Lésungen. 

Kochsalzphosphat : 8,5 cem m/2 NagH PO, + 1,5cemm/2 KH,PO, 
+ 240 com 0,9°,ige Kochsalzlésung. 

Ringerbicarbonat: Stammlésungen: Ll. 9g NaCl: looo. TL. 11,5 ¢ 
KCl: 1000. LIL. 12,2 g CaCl,: 1000. (Wird mit n/l0 AgNO, titriert. 
5 cem sollen ll cem n/10 Ag NO, verbrauchen.) IV. 13g NaHCO, : 1000. 
(Wird mit CO, durchstrémt, bis Phenolphthalein farblos.) 

Zum Versuch 100 cem I + 2cem Il + 2cem Il + 20cem IV. 
Dann hat man die Salzkonzentrationen des Blutserums. 


2. Sauerstojfkapazitat und Map des Stoffwechsels. 

Die Sauerstoffkapazitat der Blutzellensuspensionen bestimmten 
wir mit Ferricyanid nach Haldane- Barcroft! in folgender Modifikation: 
Der Hauptraum eines kegelférmigen MebgefaBes enthalt 2 ccm m,/20 
wasserige Piperazinlésung und lecm der Blutzellensuspension, die 
Ansatzbirne 0,2cem 33° ,ige Kaliumferricyanidlésung. Temperatur 
des Thermostaten 20°. Gasraum Luft, oder wenn es auf groBe Genauig- 
keit ankommt, Kohlenoxyd. 

Dividiert man die Sauerstoffkapazitat einer Blutzellensuspension 
durch ihren Stoffwechsel, so erhalt man die Zeit, in der der Stoff wechsel? 
gleich der Sauerstoffkapazitat ist. Wir nennen diese Zeit, die ein an- 
schauliches MaB des Blutzellenstoffwechsels ist, t und unterscheiden 

Sauerstoffkapazitat (emm QO,) 
a” [Stunden], 
Sauerstoff, pro Stunde verbraucht (cmm) 
Sauerstoffkapazitit (emm Q,) 
c= - ; ~ [Stunden]. 
Milchsaure, pro Stunde gebildet (cmim) 

Andert man die Sauerstoffkapazitat durch Methamoglobinbildung, 
so ist bei der Bildung der t-Werte immer die Sauerstoffkapazitat, die 
vor der Einwirkung des Methimoglobinbildners bestand, einzusetzen, 
die ,,Normalkapazitat’ der Zellsuspension. 


3. Herstellung von Gasgemischen und Fiillen der Mefgefdpe mit Gasen. 
Unsere Versuchsanordnung ist in Abb. 1 dargestellt und bedarf 
keiner Erlauterung. Bei allen Manometern sind die Hahne 1, Schwanz- 
haihne und die Stopfen V Kapillarréhren, wie sie in den Abb. 2 und 3 
gezeichnet sind. 
Ist (Abb. 1) von I aus geniigend Gas durch das VersuchsgefaB G 
und das Sperrwasser W gestrémt, so schlieBt man zuerst den Kapillar- 


' Vel. J. Barcroft, Ergebn. d. Physiol. 7, 699, 1908. 
2 Wir setzen dabei 1 Mol Milchsaéure gleich 22 400 « 10% Kubikmillimeter. 
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stopfen V, wobei die Niveaudifferenz zwischen IL und I nicht zu grob 
sein darf, schlieBt dann den Schwanzhahn H, und schlieBlich den 
Schwanzhahn H. Ist das Fliissigkeitsvolumen in G groB, wie bei Ver- 
suchen mit Kastchen, so schitittelt man die mit der Gasmischung ge- 
fillten GefiBe G 10 Minuten im Thermostaten und wiederholt dann die 
Durchstr6mung nach Abb. 1. Dann enthalt der Gasraum in G dieselbe 
Gasmischung wie der Gasraum in I, und die Fliissigkeit in G ist mit 
dieser Gasmischung im Absorptionsgleichgewicht. 
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Abb. 1. 
Tund JJ: Zylinder aus starkwandigem Glas von je 2 Liter Inhalt, Zylinder 7 mit geeichter 
Teilung versehen. 
Ha: Quecksilber. Z: Zabnstangen. A, und Ky: Kurbein. 
S: Sperrvorrichtung, zur Feststellung der Gefaife in beliebiger Stellung. 
H und H,: Schwanzh&hne. G: VersuchsgefibB. M: Manometer. 
V: Ventilstopfen. W und W,: Gefifie mit Sperrwasser. 
L,, Lg, Ls: Gummischliuche. 


4, Kontrolle bei Versuchen mit Kohlenoxyd. 


Kohlenoxyd reagiert mit Kalilauge unter Bildung von ameisen- 
saurem Kalium (CO + KOH = HCOOK). Die Geschwindigkeit der 
Reaktion hangt ab von dem Druck des Kohlenoxyds, der Konzentration 
der Kalilauge und der Temperatur. Bei Stoffwechselmessungen in 
Kohlenoxyd ist also ein Kontrollgefa8 einzuhangen, das in bezug auf 
Kohlenoxyddruck und Alkali mit dem VersuchsgefaiB iibereinstimmt. 

leem 5°%ige Kalilauge absorbiert bei dem Kohlenoxyddruck 
einer Atmosphiare pro Stunde bei 38° 17 cmm CO und bei 20° 2 cmm CO. 


5. Chronchloriir als Absorptionsmittel fiir Sauerstoff. 


Um Sauerstoffspuren aus den VersuchsgefiBen zu entfernen, 
benutzen wir vielfach kleine Stangen aus gelbem Phosphor, die — mit 
etwa 0,1 com Wasser — in den Einsatz des Hauptraums gebracht werden. 
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Bei Temperaturen tiber 30° ist Phosphor wegen seines Dampfdrucks 
nicht brauchbar. 

Chromchloriir hat, wie Phosphor, den Vorzug, daB es ein nicht- 
alkalisches Absorptionsmittel fiir Sauerstoff ist, also auch in Gas- 
mischungen verwendet werden kann, die Kohlensaure enthalten. In 
stark sauren Lésungen aber entwickelt Chromchloriir Wasserstoff und 
ist dann als Sauerstoffabsorptionsmittel bei manometrischen Versuchen 
unbrauchbar. Chromchloriirlésung, nach folgender Vorschrift dar- 
gestellt, entwickelt bei 38° keinen Wasserstoff und absorbiert Sauerstoff 
selbst sehr kleiner Drucke mit grober Geschwindigkeit. 

Vorschrift (2. Negelein): 5,5 ¢ Chrom werden zu 100 cem 2fach normal 
HCl in einen Kolben, der durch Bunsenventil verschlossen ist, gegeben. 
Das Chrom lést sich unter Erwarmung, die Wasserstoffentwicklung ist 
nach etwa 18 Stunden beendet. Die Lésung mu8 auch in dicker Schicht 
blau sein, sie darf nicht violett sein. Die Lésung wird in Réhrchen gefiillt, 
die mit Glasstopfen luftfrei geschlossen werden und kann so wochenlang 
aufbewahrt werden. 0,2 ccm dieser Lésung werden in den Einsatz eines 
MeBgefaBes eingefiillt. 0,2 cem kénnen 1120 emm QO, absorbieren. Erzeugt 
man im Gasraum (durch K MnO, + H,0,) 45emm QO,, so werden diese 
in etwa 5 Minuten vollstandig absorbiert. 


6. Herstellung anaerober Bedingungen bei Versuchen mit Blutzellen. 


Die vollstandige Austreibung des Sauerstoffs aus Blutzellen nach 
Abb. 1 ist wegen des chemisch gebundenen Sauerstoffs langwierig. 
Man kann vollstandige Austreibung erreichen, indem man nach Abb. 1 
mit einer sauerstofffreien Gasmischung durchstrémt, 10 Minuten im 
Thermostaten schittelt und Durchstr6émen und Schiitteln dreimal 
wiederholt. Enthalt der Einsatz Chromchloriir, so ist hiernach der 
Oxyhamoglobinstreifen verschwunden. 

Bequemer ist es, den chemisch gebundenen Sauerstoff zunachst 
durch Kohlenoxyd zu verdrangen. Dann ist die Herstellung anaerober 
Bedingungen beim Durchstr6men nach Abb. 1 ebenso einfach, wie 
beim Arbeiten mit hamoglobinfreien Zellen. 

Anaerobe Bedingungen braucht man fiir die manometrische Messung 
der anaeroben Glykolyse der Blutzellen. Man miBt die Glykolyse 
in Argon (mit 5 Vol.-%% CO,) nach Vorbehandlung mit Kohlenoxyd. 
Ein Beispiel findet man in Protokoll !. 


Auch sonst ist die Verwandlung des Sauerstoffhamoglobins in 
Kohlenoxydhamoglobin vorteilhaft. Will man den EinfluB des Sauer- 
stoffdruckes auf die Atmung der roten Blutzellen manometrisch unter- 
suchen, so stért es, daB bei niedrigen Sauerstoffdrucken das Oxy- 
hamoglobin dissoziiert. Unterhalb 10 Vol.-°%, Sauerstoff wird nur 
ein Teil des Sauerstoffs, der veratmet wird, aus dem Gasraum 
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entnommen, den Rest liefert das Oxyhamoglobin durch Dissoziation, 
und dieser Teil geht fiir die manometrische Messung verloren. Ersetzt 
man aber vorher den Sauerstoff des Hamoglobins durch Kohlenoxyd, 
so kann man die Atmung auch bei niedrigen Sauerstoffdrucken mano- 
metrisch messen. 

Von praktischer Bedeutung wird dies bei Versuchen uber cie 
Kohlenoxydhemmung der Atmung roter Blutzellen. In 5%, CO,, 
5°, Og, 90°,, CO ist die Atmung der Morawitzschen Zellen gegen Luft 
um etwa 65°, gehemmt. Zur Kontrolle, ob die Hemmung von dem 
niedrigen Sauerstoffdruck oder von dem Kohlenoxyd herrthrt, mibt 
man dieselben Zellen in 5°,, CO,, 5°, O,, 90°, Argon, nachdem vorher 
ihr Hamoglobinsauerstoff durch Kohlenoxyd verdrangt worden ist. 
Der minimale Kohlenoxyddruck von einigen Millimetern Wasser, der 
im VersuchsgefaB entsteht, stért hierbei nicht. Man findet die 
Atmung der roten Blutzellen in 5°, CQ, 5°, Og, 90°) Argon — nach 
Verdringung des Hamoglobinsauerstoffs durch Kolhlenoxyd — ebenso 


groB wie in 5°, CO,-Luft. 


7. Respiratorischer Quotient. 

In drei kegelférmige GefaBe I, IL und IIT fiillt man je 2 ccm Blut- 
zellensuspension (in 0,9°, Kochsalz oder Kochsalz-Phosphatlésung). 
Der Einsatz von I enthalt Kalilauge, die Einsatze von I und II bleiben 
leer, die Gasriume enthalten Luft. 

Man hiangt die drei GefaiBe in den auf 38° einstehenden Thermo- 
staten. Sind Temperatur und Druckausgleich erreicht, so miBt 
man die Druckanderungen H; und Hy, die in der Versuchszeit t — ty 
auftreten. Aus H; und //y erhailt man in bekannter Weise? den 
Sauerstoffverbrauch xp, und die an den Gasraum abgegebene Kohlen- 
saure Xoo,: 


to, = Hy|Ko,\1. too, = (Hy = = )([Keo, In : 
\ |Ko, \u/ 

GefaiB IT] wird zur Zeit tj aus dem Thermostaten herausgenommen, 
es dient zur Bestimmung der zur Zeit t) chemisch gebundenen 
Kohlensiure. GefiB Il wird zur Zeit ¢ herausgenommen und in der 
Zellsuspension die zur Zeit t chemisch gebundene Kohlensaure bestimmt. 

Um die chemisch gebundene Kohlenséure zu bestimmen, mui 
man die Zellsuspensionen sauer machen. Hierbei wiirde durch Met- 
hamoglobinbildung Sauerstoff frei. Man treibt deshalb zunachst den 
Sauerstoff mit Ferricyanid aus. Die Vorschrift zur Bestimmung der 
chemisch gebundenen Kohlensaure ist also: 


' O. Warburg u. M. Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
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In den Hauptraum eines kegelf6rmigen Gefibes bringt man 1 ccm 
Zellsuspension, 2cem m/20 Piperazinilésung (Piperazin tber KOH 
destilliert, damit seine Lésung méglichst wenig Carbonat enthalt) und 
0.2 com 33° ige Kaliumferricyanidlésung, in die Ansatzbirne 0,2 com 
dreifach n Essigsiure. Der Gasraum enthalt Luft, die Temperatur 
des Thermostaten ist 20°. Sind Temperatur und Druck ausgeglichen, 
so kippt man die Essigséure aus der Birne in den Hauptraum. 

Zwei derartige Bestimmungen (zu den Zeiten ty und t) ergeben die Zu- 
nahme der chemisch gebundenen Kohlenséure Ago, in 1 ccm Zell- 
suspension, %¢o, + 2 Ago, ist die insgesamt in der Zeit t — fy von den 
Zellen gebildete Kohlensaure. 


8. Retention der Kohlensdure und Milchsdure. 

Die Kohlensdureretention! pro Kubikzentimeter Zellsuspension 
und Millimeter entwickelter Kohlenséure hangt ab von der chemischen 
Natur der Zellen und der Temperatur, sie ist im besonderen unabhdngig 
von der GréBe des Gasraums (vg) und des Fliissigkeitsvolumens (v,). 
Die Milchséurerctention' pro Kubikzentimeter Lésung und Millimeter 
entwickelter Kohlensaure ist abhdngig von vg und vp, und hat man sie 
fiir bestimmte vg und vp gemessen, so sind umstindliche Rechnungen 
notig, um die Retention fiir andere vg und v, zu finden. Bei dem 
neuen Verfahren fallen diese Rechnungen fort. 

Bestimmung der Kohlenstureretention. In R, (Abb. 2) fillen wir 
2cem der Versuchszellsuspension (in Ringerbicarbonat oder in 
Serum usw.), in den Ring R, 2 cem Ringerbicarbonatlésung (0,025 mol. 
NaHCoQ,), in die Birne B 0,1 ccm einer Milchsdiurelésung von bekanntem 
Gehalt (der manometrisch bestimmt wird). Der Gasraum enthalt ein 
Kohlensaureluftgemisch von demjenigen Kohlenséuregehalt, bei dem 
man den Stoffwechsel messen will, im allgemeinen 5 Vol.-°, CQg. 

Das so gefiillte GefaiB hangt man in den Thermostaten ein, der 
dieselbe Temperatur haben mu, wie bei der Stoffwechselmessung. 
Sind Temperatur und Druck ausgeglichen, so kippt man die Milchsaiure 
aus B in den Ring R, ein, wobei Kohlensdure aus dem Bicarbonat 
ausgetrieben wird und der Kohlensauredruck in dem GefaB zunimmt. 
Retiniert die Fliissigkeit in R,, so verschwindet beim Schiitteln wieder 
ein Teil der entwickelten Kohlenséure. Sind a@cmm Milchsiiure aus 
der Birne eingekippt, ist h der Kohlensiuredruck im Gleichgewicht 
und v, das Fliissigkeitsvolumen in R,, so ist die Kohlensdureretention 
pro Kubikzentimeter Fliissigkeit und Millimeter Kohlensaure 


__ a—h. Kegs" 


h.vp 


r 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 242. 12 
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In Protokoll 1 ist eine derartige Messung wiedergegeben. Sollte 
der Stoffwechsel der Zellsuspension in R, wahrend der Messung in 
Betracht kommen, so ist er durch Beobachtung einer Vor- und Nach- 
periode zu eliminieren. 

Hat man 7, so ist fiir ein beliebiges GefaiB 

Koo, = Kt®" + 1.0, 


wo Koo, diejenige GefaBkonstante fiir Kohlensaure ist, mit der man 
bei dem Stoffwechselversuch zu rechnen hat. 

Bestimmung der Milchsdureretention. Jedes VersuchsgefiBb — ob 
Kegel oder Kastchen — ist mit einer Ansatzbirne versehen. Sind die 
GefaBe richtig geblasen, so kommt es auch bei grobem Flissigkeits- 
volumen nicht vor, daB Fliissigkeit aus dem Hauptraum in die Ansatz- 
birne uberspritzt. 

Ein richtig geblasenes Kastchen ist in Abb. 3 gezeichnet. Der 
Hauptraum enthalt 3 bis 7 cem Blutzellensuspension (S), die Birne (B) 
0,lecem einer Milchséurelésung von bekanntem Gehalt (der mano- 
metrisch bestimmt wird). 
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Abb. 2. Abb. 3. 
M: Manometerschliff. WV: Ventilstopfen. M: Manometerschliff. WV: Ventilstopfen. 
B: Birne. E: Grober Einsatz. S: Zellsuspension. F: Federhaken. B: Birne. 
R,: Raum fiir die Ringerlésung. Das Volumen des Gefiifes ist 14 bis 15 cem. 


Rz: Raum fiir die Blutzellensuspension. 
Das Volumen des Gefibes ist etwa 20 cem. 


Stoffwechselmessung und Retentionsbestimmung werden  ver- 
einigt, indem man zunichst die durch den Stoffwechsel erzeugten 
Drucke miBt, dann Milchséiure in jedes VersuchsgefaB aus den Birnen 
einkippt und die durch die Milchséure entwickelten Kohlensdéuredrucke 
miBbt. Sind acmm Milchséure aus der Birne eingekippt und ist der 
hierbei entwickelte Kohlenséuredruck mm, so hat man direkt 


Ky = 


A 
h ’ 





= 


“n 
=n 


ke 
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wo Ay die GefaBkonstante fir Milchsiure ist. Man findet so Ay ohn 
die Retention pro Kubikzentimeter und Millimeter Kohlensaure aus- 
rechnen zu miissen. Selbst die Kenntnis von vp und vg wire zur Be- 
rechnung von Ay tiberfliissig. 

Der Stoffwechsel der Zellsuspension nach dem Einkippen der 
Milchsaure wird wieder durch Beobachtung einer Vor- und Nachperiode 
eliminiert. Zwei Versuchsbeispiele mit allen experimentellen Einzel- 
heiten findet man in den Protokollen 1, 2 und 3. 

Aus den Protokollen sieht man auch, wieweit man die Blut- 
suspensionen verdiinnen mub, um gute Messungen zu erhalten. Der 
Anfanger wahlt im allgemeinen die Zellsuspensionen so konzentriert, daB 
die Schiittelgeschwindigkeiten nicht ausreichen. Kontrollen mit zwei ver- 
schiedenen Verdiinnungen der gleichen Zellsuspension sind zu empfehlen. 

Kin Fehler ware es auch, wenn man in das GefaBpaar (groBes und 
kleines vy) gleiche Zellmengen, also verschieden dichte Suspensionen 
an Zellen einfiillen wiirde. Es ist vielmehr jedes GefiBpaar mit Sus- 
pension der gleichen Zelldichte zu fiillen. 

Die hier geschilderte Versuchsanordnung eignet sich nicht nur 
fiir Versuche mit roten Blutzellen, sondern allgemein fiir Stoffwechsel- 
versuche mit retinierenden Fliissigkeiten, z. B. fir Versuche mit Gewebs- 
schnitten in Serum. 


9. Formeln zur Berechnung des Stoffwechsels. 

Bei einem Stoffwechselversuch mit dem GefaBpaar seien die auf 
gleiche Zellmengen umgerechneten Druckanderungen H und h. Be- 
deuten Ko,, Kooy Ky und koe oo ky, die GefaBkonstanten fiir Sauer- 
stoff, Kohlensaure und Milchséure, und 2x9,, t¢o,, %y die entwickelten 
Mengen an Sauerstoff, Kohlensiure und Milchsadure, so hat man die 
beiden Gleichungen 


ZT, , Wo, IM 

H=7? 474, (1) 
Ko, Keo, Ky 
x Teo. zr 

ne “O02 CO2 | M (2 


ko, keo, ky 


mit den drei Unbekannten 2x,, x¢o, und ay. Es setzt sich also der 
beobachtete Druck HT (oder 4) zusammen aus den drei Partialdrucken 





Zo, ZOO» zy 
Ko, Keo, Ky 
Ist die Atmung klein und die Glykolyse groB, so kann man, wie 
friiher gezeigt worden ist!, die gesamte gebildete Saure 


fy = Io, + Im 


! O. Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 
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ohne merklichen Fehler mit Ay und ky berechnen. Statt der Glei- 
chungen (1) und (2) hat man dann die Gleichungen 


Zo, Zs 


H = = —— » é 
Ko, ' Ku (la) 
Zo. Zs 

; = 24, 2a 
ko, ky @a) 


die man, da sie nur zwei Unbekannte enthalten, nach xg, und 2g auf- 
l6sen kann. 

Ist die Atmung gro und die Glykolyse klein, so kann man 2, 
mit Keo, und keg, berechnen und erhalt wieder zwei Gleichungen mit 
zwei Unbekannten : 





Zo. Zs 
H = — 2 4 = . ° lb 
c.* i. -— 
ia oe oe (2b) 


ko, keo, 
die man nach x, und 2g auflésen kann. 

Sind aber Atmung und Glykolyse ungefahr gleich groB, so weil} 
man nicht, ob man mit Ky und ky oder mit Ago, und keg, rechnen 
soll. Um diese Unsicherheit zu vermeiden, verfahren wir in jedem Fall: 
besser folgendermaBen: 

Wir gehen aus von den Gleichungen (1) und (2) und bedenken, 
daB sich in atmenden Zellen im allgemeinen ungefahr ebensoviel Kohlen- 
siure entwickelt als Sauerstoff verbraucht wird. Wir setzen also 

Zco, = — Xo, 


und erhalten dann statt (1) und (2) 


XO, Zo, ry 
q= — — —+- + —, 
Bon o, _ *0, , | 
ko, keo, =k 
Lésen wir diese Gleichungen nach xp, und xy auf und setzen 
noch zur Abkiirzung 


1 | . l 1 
(x, —s) == (R-— ke) =* 








(le) 


Yo 


(2¢) 





so ist 
_ H. Ku —hky 3 
“0; c= K. Ky —_ kky j ¢ ) 
h.K—H.k 
cs: ae ae (4) 


ky Ky 











n 
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Die gesamte gebildete Saure ist dann 
Zs == Iu — Lo,- 

Man muB sich dabei vor dem Mibverstandnis hiiten, daB hier 
zy und xo, berechnet werden. Was man mit dem GefaiBpaar 
messen kann, ist immer nur der Sauerstoffverbrauch 0, und die 
gesamte gebildete Saure zg. Die Annahme ze, g, ist ein Kunst- 
griff der Rechnung und liefert fiir zp, und 2g richtigere Werte als 
jedes andere Rechenverfahren. Wiirde man bei dem neuen Rechen- 
verfahren den respiratorischen Quotienten gleich — 0,7 statt gleich — 1 


setzen, so wiirde 1 0.7 
K =— — — , 
Ko, Keo, ) 
l 0,7 


ah (ko, eat” 

Mit den Zahlen des Protokolls 1 tiberzeugt man sich, das man 
fiir zp, und ag praktisch dieselben Werte erhalt, ob man den respiratori- 
schen Quotienten gleich 1 oder gleich — 0,7 setzt. (Fiir zy und 
Xoo, aber erhalt man je nach der Annahme, die man in bezug auf 
den respiratorischen Quotienten macht, natiirlich verschiedene Werte.) 

Anmerkung. Geniigt die Bestimmung von 2p, und xg nicht, sondern 
will man auch wissen, wieviel von ag Kohlensdure und wieviel fixe Saure 
(Milchséure) ist, so hat man zwei Faille zu unterscheiden. Retiniert 
die Flissigkeit, in der man den Stoffwechsel miBt, nicht, so bestimmt 
man auf die geschilderte Art x, und 2g und dann die fixe Saure zy, 
indem man den Bicarbonatgehalt der Fliissigkeit vor und nach der 
Stoffwechselmessung vergleicht. 

Retiniert die Flissigkeit, in der man den Stoffwechsel mibBt, so 
kénnte man daran denken, zu den zwei GefaiBen ein drittes hinzu- 
zunehmen. Sind in den drei GeféBen die beobachteten Druckande- 
rungen h,, h, und hj, die GefiBkonstanten fiir Sauerstoff, Kohlensaure 
und fixe Saure a, 6 und c, so hat man 


Zo, , To, , IM 
hy = 4 SO 4 
ay 1 C 
Zo. Zco IM 
h,—= —’ + 24 —, 
a, b, Cy 
ZL Too IM 
hy oe St SO SS. 
a3 bs C3 


Nach zy aufgeloést: 
M 


hyo, (2 — 2) | hy.a,(— = 4s | : hy. a (22 a) 


~ bs b,, b, b, “\ bs b, 
7 . 
a1 (3 <a" oe (3 _ “1) -—. 7. oo <2) 

by \cy eg 2‘; bs \¢, Cy 
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Vertauscht man in dieser Gleichung ¢ und 6, so erhalt man zeo,, 
und vertauscht man ¢ und a, so erhalt man 29,. 


Kapitel Il. 
Phenylhydrazin in vitro. 

.m/20 Phenylhydrazinlésung: Tmg umkristallisiertes rein weibes 
Phenylhydrazinchlorhydrat (Molekulargewicht 144.5) in 9,5cem 0,9", iger 
Kochsalzlésung gelést und mit 0.5cem n NaOH neutralisiert. Die Lésung 
ist unbesténdig und muB jedesmal frisch hergestellt werden. 

Phenylhydrazin (CgH;NHNH,) gehért nach W. Heubner! zu 
denjenigen Blutgiften, die nur bei Gegenwart von Sauerstoff, wobei 
sie selbst oxydiert werden, Blutfarbstoff zersetzen. Man kann sich 
davon mit der manometrischen Versuchsanordnung itiberzeugen, in- 
dem man zu einer Suspension roter Blutzellen aus der Ansatzbirne 
eine neutrale Lésung von Phenylhydrazin gibt. Enthalt der Gasraum 
Luft, so wird Gas entwickelt (Sauerstoff, Stickstoff), und die Zellen 
farben sich braun, enthalt der Gasraum Kohlenoxyd, so wird kein Gas 
entwickelt, und die Zellen bleiben rot. 


Bei der Einwirkung von Phenylhydrazin auf rote Blutzellen (in 
Gegenwart von Sauerstoff) entsteht kein Methamoglobin, vielmehr 
zerfallt das Hamoglobin unter Freiwerden von Himin. Der Met- 
hamoglobinstreifen (635 4) ist in den braunen Zellen nicht zu sehen. 


1. Denaturiertes Globin. 


Gibt man zu l5cem Zellsuspension (in Kochsalzphosphat) 3 ccm 
m/20 Phenylhydrazin, wascht nach 10 Minuten mit Kochsalzlésung 
auf der Zentrifuge, liBt einige Stunden bei 38° stehen und cytolysiert 
dann mit Wasser, so fallt ein dichter weiBer Niederschlag. Zunichst 
sieht es so aus, als ob das ,,Stroma‘’ vermehrt sei. Untersucht man 
aber den Niederschlag, nachdem man ihn auf der Zentrifuge mit 
Wasser und Aceton gewaschen hat, so ergibt die Analyse: 





Cc H N Riickstand 

0), 0 0/5 0), 
Versuch 1... | 54,4 7.44 14,69 LZ 
Versuch 2... 54,1 740 14,9 0.7 


1 W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72. 241, 1913: 
W. Heubner, R. Meier u. Rhode, ebendaselbst 100, 149, 1923; W. Heubner 
u. R. Meier, ebendaselbst 100, 137, 1923; W. Lipschitz u. J. Weber, Hoppe- 
Seyler 132, 251, 1924; W. Lipschitz, Asher-Spiro. Ergebn. d. Physiol. 23, 
1, 1924. 
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wahrend F. N. Schulz! fir mit Ammoniak  gefilltes Globin 
fand: 





~I 
bo 


55 16.9 


Es ist daraus zu schlieBen, daB der Niederschlag Globin ist. 


DaB er nicht gut etwas anderes sein kann, geht auch aus den 
Mengen an Niederschlag hervor, die bei dem angegebenen Verfahren 
ausfallen. 43 ecem Blutzellensuspension enthielten vor der Behandlung 
mit Phenylhydrazin 6300 cmm Oxyhamoglobin-Sauerstoff und nach 
der Behandlung mit Phenylhydrazin 4300 cmm Oxyhamoglobin-Sauer- 
stoff. Es waren also 2000 ,,cmm‘‘ Hamoglobin zerstért worden, dessen 
Globingehalt ist: 

16 500 


WM). aie 
oe 2? 400 


= 1480 mg. 

Bei der Hamolyse der 43 ccm Blutzellensuspension mit Wasser 
fielen 642 mg (trocken) Niederschlag aus, also 43°, des im zerstérten 
Hamoglobin enthaltenen Globins. 


Globin, das man so aus den Blutzellen erhalt, ist denaturiertes 
Globin, weil es in Wasser bei neutraler Reaktion unléslich ist (worauf 
seine Isolierung beruht). Dab es weniger Stickstoff enthalt als das 
Priparat von Schulz, hangt vielleicht mit dem Schulzschen Verfahren 
(Ammoniakfallung) zusammen. Es kann aber auch sein, dab bei der 
Reaktion zwischen Hamoglobin, Phenylhydrazin und  Sauerstoff 
Globinstickstoff abgespalten wird. 


2. Atmung der roten Blutzellen. 


l5ccm  Blutzellensuspension (Blutdichte) in Kochsalzphosphat 
wurden mit 3 ccm m/20 Phenylhydrazinlésung gemischt und 10 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wurde auf der Zentrifuge 
mit Kochsalzphosphatlésung gewaschen und auf das urspriingliche 
Volumen (Blutvolumen) aufgefullt. Die Sauerstoffkapazitat der 
Suspension war vor dem Behandeln mit Phenylhydrazin 292 emm/ccm 
und nachher 187 cemm/ecm. 36°, des Hamoglobins waren also zerstért 
worden. Fiir 2cem wurde der Sauerstoffverbrauch gemessen, ohne 
Glucose und mit Glucose, die zu verschiedenen Zeiten zugesetzt wurde. 
Zur Kontrolle wurde eine normale Zellsuspension (derselben Zelldichte, 
desselben ‘Tieres) gemessen. Wir fanden: 


1 F.N. Schulz, Hoppe-Seyler 24, 449, 1898. 
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38°. Gasraum Luft. Einsatz Kalilauge. 





I u ll I\ 
9 ee 2 ee rs » 
2com normale Seem buenas 2cem braun¢ 2cem braune 
Zellen : Zellen Zellen Zellen 
+0,lcem 10°%/cige : ‘ 


. + Ol ee 0% oi : 
Glucose ohne Glucose slcem 10°/oige ohne Glucose 
’ se 


Glucose 
emm Os» emm O, emm Og emm (> 


60 Min.. . 6 14 98 15 


O.leem 10° sige 
Glucose eingekippt 


OP a «. 9g 26 163 

180 . 12 37 214 45 
_ ee 14 45 255 55 
Farbe.. . rot braun braun braun 


Der Versuch ist in Abb. 4 graphisch dargestellt. Vergleicht man 
die Kurven I und IV, so sieht man, daB in den zuckerhaltigen braunen 















240 
2é0} 
awh Abb. 4. 
180 Kurve I: Normale Zellen mit 
Glucose. 
160} P 
| IJ: Braune Zellen ohne 
140} Glucose. 
M4 . Ili: Braune Zellen, bei 


¥v Glucose zugesetzt. 


—— om 02 


. IV: Braune Zellen, von 
Anfang an Glucose 
zugesetzt. 
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Zellen anfangs etwa 16mal so viel Sauerstoff verbraucht wird, als in 
den zuckerhaltigen roten Zellen. Die t,-Werte sind fiir die erste 
Stunde der 


. 292 
Kurve 1: t, = = = 49. 
) 
292 
Kurve IV: t, = — = 3. 
7 98 


Vergleicht man die Kurven II und IV, so sieht man, daB nur bei 
Zusatz von Glucose groBe Ausschliage erhalten werden. Die durch 
Phenylhydrazin erzeugte Atmung ist im wesentlichen eine Kohlen- 
hydratoxydation. 

Methodisch wichtig ist der Versuch Kurve III. Er zeigt, dab 
die Atmung in braunen Zellen nicht auftritt, wenn man die Glucose 
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spater zusetzt. Braune Zellen ohne Glucose verlieren bei 38° bald 
ihre Faihigkeit zu atmen. Um die volle Atmung zu erhalten, hat man 
also die Glucose bei Zimmertemperatur, vor dem Einhaingen der GefaiBe 
in den Thermostaten, zuzusetzen. 

Bei der Oxydation des Zuckers in den braunen Zellen bildet sich 
Kohlensaure. In Kochsalzphosphat fanden wir mit der Versuchs- 
anordnung Kap. 1, 7 das Verhaltnis CO,/O, = 0,7. Die Zucker- 
verbrennung ist also unvollstandig. Wahrscheinlich entsteht, wie bei 
der! ,,Methylenblauatmung™, neben Kohlensaure Brenztraubensadure. 

Da Kochsalzphosphat als Milieu unphysiologisch ist, haben wir 
den Stoffwechsel der braunen Zellen auch in Ringerbicarbonat mit 
0,2°, Glucose gemessen. (Versuchsanordnung Kap. 1,8 und I, 9.) 
Die reten Blutzellen wurden hierbei in Serum mit der Phenyl- 
hydrazinlésung vermischt und dann durch Waschen auf der Zentrifuge 
in Ringerbicarbonat tbergefiihrt. 

Ein vollstandiger Versuch ist in Protokoll 1 wiedergegeben. Die 
Ausschlige in diesem mehr physiologischen Milieu waren zeitlich sehr 
konstant, auch war es ein Vorteil gegeniiber Kochsalzphosphat, daB 
wir neben dem Sauerstoffverbrauch die Werte fiir die anaerobe Glykolyse 
erhielten. Wir fanden (Protokoll 1): 





tote Zellen Braune Zellen 


ey ere re 50 5,8 


©, (anaerob). . ... 4.5 3,6 


also in den braunen Zellen den 8,6fachen Sauerstoffverbrauch, aber 
keine wesentlich gesteigerte Glykolyse. 


> 


3. Mechanismus der Sauerstojfiibertragung. 

DaB die braune Farbe der mit Phenylhydrazin in vitro behandelten 
Zellen nicht von Methaimoglobin herriihrt, beweist das Absorptions- 
spektrum (Fehlen von 635 uu), sowie der Nachweis des freien Globins. 
Die Farbe der braunen Zellen riihrt her von freiem Hamin, dessen Menge 
etwa gleich ist dem Verlust an Sauerstoffkapazitat. Man kann dies 
zeigen, indem man braunes Blut cytolysiert und unter Kohlenoxyd 
alkalische Hydrosulfitlésung aus einer Birne einkippt. Dann wird eine 
dem Kapazitatsdefizit gleiche Menge an Kohlenoxyd absorbiert. 

Da die braunen Zellen kein Methimoglobin enthalten, kann bei 
der Atmung in Luft kein Oxyhaimoglobin zuriickgebildet werden (wie 
in den braunen Amylnitritzellen*), vielmehr bleiben die braunen Zellen 


1 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
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bei der Atmung in Luft braun, ihre Sauerstoffkapazitaét bleibt unver- 
andert. Unerwartet aber war, daB die braunen Zellen auch braun 
bleiben, wenn man sie bei 38° mit Kohlenoxyd schiittelt. 

l5cem einer Blutzellensuspension (Kaninchen) in Kochsalz- 
phosphat wurden mit 3 ccm einer m/20 Phenylhydrazinlésung versetzt, 
gewaschen und auf Blutvolumen mit Kochsalzphosphat aufgefiillt. 
Die Sauerstoffkapazitét war vor dem Behandeln mit Phenylhydrazin 
154cemm,cem und nachher 106c¢mm/cem, der Kapazititsverlust also 
48cemm/cem. Fir je 2cem wurde nach Zusatz von Zucker die Gas- 
aufnahme in Luft und in Kohlenoxyd gemessen. Wir fanden: 





38°. 
I Il 
Hauptraum ...... ee 2cem Suspension 2eem Suspension 
+ Ol cem 10° »ig. Glucose Ol cem 10 °%/cig. Glucose 
ee ee ae ee ee 015 cem 5 ¥/oig. KOH 0,15 ¢em 5 °/oig. KOH 
Gasraum ...... bw: th Luft 100 Vol.-/9 CO 
emm Og, absorbiert emm CO absorbiert 
Mech BO Min. . .«. s > 41 1.5 
we + suas 98 4.5 
120 i ae. 162 6 
is 51 eh ; 215 8 
240, bits dee al as 264 10 
(braun) (braun) 


Wir fanden also in Koblenoxyd se gut wie keine Gasaufnahme. 
Ware das Hamin reduziert worden, so hatte eine dem Kapazitats- 
defizit gleiche Menge Kohlenoxyd aufgenommen werden miissen, 
d.h. 2.48 = 96 cmm. 

Wie friiher mitgeteilt', erzeugt Hamin, zu roten Blutzellen 
zugesetzt, Methamoglobin, indem das dreiwertige Hamineisen zwei- 
wertiges Oxyhaimoglobineisen oxydiert. Hamin, durch Phenyl- 
hydrazin in den Zellen erzeugt, bewirkt das gleiche. Schiittelt man 
die braunen Zellen, in denen nur ein Teil des Hdmoglobins durch 
Phenylhydrazin zerstért ist, ohne Glucose einige Stunden in Luft bei 38°, 
so erscheint der Methamoglobinstreifen, und die Sauerstoffkapazitat der 
braunen Zellen sinkt. Die Sauerstoffkapazitat der braunen Zellen bleibt 
aber mit Glucose unveraindert. Beispielsweise fanden wir 





Zellen rot Zellen braun 
Sauerstoffkapazitit Sauerstoffkapazitat 
emm/eem emm/eem 
Anfangs Ae | EO PEE eS 154 106 
Nach 4 Std. bei 38° mt Zucker 109 
Nach 4 Std. bei 38° ohne Zucker 89 


' O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 
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Durch diesen Versuch ist die Sauerstoffiibertragung erklart. Ohne 
Zucker sinkt die Sauerstoffkapazitat, weil sich das durch die Reaktion 
Hamin + Hamoglobin @ Haim -- Methimoglobin 
gebildete Methamoglobin anhauft. Mit Zucker bleibt die Sauerstoff- 
kapazitat unverandert, weil das gebildete Methimoglobin von dem 
Kohlenhydrat wieder reduziert wird. Ein autoxydables und ein nicht 
autoxydables Eisenatom wirken zusammen, wobei es das _nicht- 

autoxydable Eisenatom ist, das die organische Substanz oxydiert. 

Auch daB die braunen Zellen in Kohlenoxyd kein Kohlenoxyd 
absorbieren, ist nunmehr erklart. Denn in Kohlenoxyd ist die Kon- 
zentration an freiem Hamoglobin so klein, daB die Reaktion Hamin 
+ Hamoglobin praktisch gehemmt ist. 


Kapitel ILI. 
Phenylhydrazin in vivo. 

Gibt man Kaninchen laingere Zeit subcutan Phenylhydrazin 
(Lésung nach Kap. II), so erhalt man, wie P. Morawitz fand!, rote 
Blutzellen, die sehr stark atmen. Morawitz bestimmte die Atmung, 
indem er Blut mit Sauerstoff sattigte, es dann luftdicht abschloB und 
nach verschiedenen Zeiten den Sauerstoff nach Haidane-Barcroft mit 
Ferricyanid bestimmte. Wahrend normale Kaninchenblutzellen in 
30 bis 50 Stunden ihre Sauerstoffkapazitat veratmen, tT, 40), ver- 
brauchten die wirksamsten Zellen von Morawitz ihre Sauerstoffkapazitat 
in etwa einer Stunde. Die Atmung der roten Blutzellen stieg also 
durch die Behandlung mit Phenylhydrazin auf das 40fache. 

Wir haben die Atmung der Morawitzschen Zellen in Kochsalz- 
phosphat bei 38° (Gasraum Luft, Einsatz Kalilauge) manometrisch 
gemessen und dabei folgende t4-Werte erhalten: 





T 


A 
Phenylhydrazin subcatan injiziert (Zeit, in der dic 
(die Atmung wurde immer einen Tag nach der letzten Angabe gemessen) Sauerstoffkapazitat 
veratmet wird) 


Stunden 


. Tag 50mg, 2. Tag 20 mg, 3. Tag nichts 
. Tag 50 mg, 2. Tag 20 mg, 3. Tag 20 mg 


1 7 

1 ge errs 2, 
1. Tag 40 mg, 2. und 3. Tag nichts 1,4 
1. Tag 20mg, 2. Tag 20 mg, 3. Tag 10cem Blut entnommen 1,3 
1. bis 17. Tag 10mg. . es 1,3 
1. bis 17. Tag 10 mg, 18. bis 25. Tag nic “hte . —a 23 

1. Tag 50 mg, 2. bis 4. Tag nichts . cata Oe te : 2.6 
i, Tee Some i. Se eis to elie Taek |. ae 11 

i. Tag 50mg .. ta ae, ee eee Re 2.6 
1. bis 3. Tag 20 mg, a Tag 1 nichts . . ae SP 1,1 
1. bis 3. Tag 20 mg, 4. Tag 10 cem Blut entnommen. . . . 0.6 


! P. Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 208, 1909. 
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Kine einmalige Gabe von viel Phenylhydrazin (50 mg) kann also 
sehr wirksam sein. Bald nach Unterbrechung der Injektionen ver- 
schwindet die Wirkung. Hiufige Injektionen von wenig Phenyl- 
hydrazin scheinen resistentere Zellen zu erzeugen als wenige groBe 
Dosen. Die gré8ten Wirkungen fanden wir, wenn wahrend der Pheny]l- 
hydrazinbehandlung kleine Mengen Blut entnommen wurden. 


1. Denaturiertes Globin. 


Bei der Behandlung mit Phenylhydrazin gehen Blutzellen zugrunde 
(Himolyse), junge Blutzellen werden von den PBildungsstatten in den 
Kreislauf ausgeschiittet. Da junge Blutzellen stirker atmen als alte, 
so steigt der Stoffwechsel der Blutzellen unter der Wirkung von Pheny]- 
hydrazininjektionen. Nach dieser Theorie wirkt Phenylhydrazin auf 
den Stoffwechsel der Blutzellen nur insofern, als es Neubildung von 
Blutzellen anregt. 

Gegen die Theorie spricht, daB man durch noch so grobe Blut- 
entziehungen niemals eine Blutzellenatmung erhalt, die in bezug aut 
ihre GréBe vergleichbar ist mit der Atmung der Morawitzschen Zellen. 
Beriicksichtigt man, da Phenylhydrazin in vitro die Atmung der 
roten Blutzellen auf das 10- bis 20fache steigert, so wird man sich 
fragen, ob nicht zu der Anregung der Neubildung noch eine direkte 
Wirkung des Phenylhydrazins hinzukommt. 

Itami und Pratt! fanden, daB das ,,Stroma‘‘ der roten Blut- 
zellen unter der Wirkung der Phenylhydrazinbehandlung bis auf das 
15fache des Normalwertes steigen kann. Stroma ist der weibe 
Niederschlag, der ausfallt, wenn man die Zellen mit Wasser himolysiert. 

Wir haben die Menge dieses Niederschlags bestimmt und seine 
Zusammensetzung untersucht?. Kin Kaninchen erhielt am ersten und 
zweiten Tage 5 mg, vom dritten bis zwélften Tage 10 mg Phenylhydrazin 
subcutan, und wurde am 13. Tage getétet. Die Zellen wurden in 0,9 °,iger 
Kochsalzlésung gewaschen und auf Blutvolumen aufgefiillt. Der t-Wert 
der Atmung war 3, die Sauerstoffkapazitaét war 86 cmm/ccm. 

15ccem der Blutzellensuspension wurden mit Wasser hamolysiert 
und der ausfallende weiBe Niederschlag (wie in Abschnitt II, 1) gereinigt. 
Die Ausbeute an trockenem Pulver betrug 46mg. Fur die im Hoch- 
vakuum getrocknete und aschefreie Substanz fanden wir 





Cc H N 
%l 9% 9% 
54,5 7,23 14,3 


' S. Itami u. J. Pratt. diese Zeitschr. 18, 302, 1909. 


> 


2 Vel. hierzu auch F. Heuer (bei Morawitz). Folia Haematologica 18, 
100, 1914. 
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Der Niederschlag hatte aiso nahezu dieselbe Zusammensetzung wie 
das Stroma der mit Phenylhydrazin in vitro behandelten Zellen. Er ist 
denaturiertes Globin. Aus der Sauerstoffkapazitat (15.86 = 1290 cmm 
O, = 950 mg Globin) und der Ausbeute an Niederschlag ergibt sic,h 
daB 4,8°, des gesamten Globins als denaturiertes Globin ausfielen. 

Die Morawitzschen Zellen sind rot, nicht braun, wie die mit Phenyl- 
hydrazin in vitro gewonnenen Zellen. Sie enthalten kein Methiamoglobin 
und keine meBbaren Mengen an freiem Himin, wie man nachweisen 
kann, wenn man sie cytolysiert und unter Kohlenoxyd mit Hydrosulfit 
reduziert. Die dem freien Globin fquivalente Menge an Hamin 
diffundiert also im Kreislauf aus den Zellen heraus oder wird in ihnen 
zerstort. 


2. Atmung der Morawitzschen Zellen. 


Ein Kaninchen erhielt am ersten, zweiten und dritten Tage je 5 mg, 
vom vierten bis achten Tage je 10 mg Phenylhydrazin subcutan und 
wurde am neunten Tage entblutet. Das Blut wurde in 0,9° iger 
Kechsalzlésung gewaschen und mit Kochsalzlésung auf Blutvolumen 
aufgefiillt. Die Sauerstoffkapazitat war 3lemm/ccm, das Zellvolumen 
124cmm/ccm. Zur Messung der Atmung wurden je 2ccm ohne Glu- 
cose und 2ccm mit Glucose in kegelférmige GefiBe gebracht. Wir 
fanden (Gasraum Luft, Einsatz Kalilauge): 





Gefib | Gefab IT 
2eem Zellsuspension 2eem Zellsuspension 
(<= 62emm Hb Og.) (= 62 cmm HbO,) 


- + 0,1 cem 10° pige Glucose 


emm Og absorbiert emm ©, absorbiert 
60 Min... . 92 (7, = 0,67) 95 (7, 0,65) 
ae eee 184 178 
240 , : ' 352 334 
Ma =. 421 402 
a 490 472 
ee a 551 543 
610 (7, 0,83) 618 (7, 0,82) 


Zunachst ist bemerkenswert, wielange die Geschwindigkeit der 
Atmung sich halt (t, fiir die erste Stunde 0,67, fiir die ganze Zeit 
[8 Stunden] 0,83). Zellen héherer Tiere, deren Stoffwechsel auBerhalb 
des Kérpers in ahnlichem MaBe konstant bleibt, sind uns nicht bekannt. 


Weiterhin sieht man aus dem angefiihrten Versuch, daB Zusatz 
von Glucose ohne EinfluB auf die Geschwindigkeit der Oxydation ist. 
Nach van Slyke bestimmt, enthielten 2 ccm Zellsuspension 0,048 mg 
reduzierende Substanz, berechnet als Glucose, die bei vollstindiger 
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Oxydation 36cmm Sauerstoff verbrauchen wiirden. Diese Sauerstoft- 
menge war nach 25 Minuten verbraucht, wahrend die Oxydation 
mit fast unverinderter Geschwindigkeit weiterging. Dies und die 
Nichtwirkung zugesetzter Glucose beweist, daB die Substanz, die in 
den Morawitzschen Zellen verbrennt, weder Glucose noch ein andere: 
reduzierender Zucker ist. 
Bei der Bestimmung des respiratorischen Quotienten (nach I, 7) 
in 0,9°% NaCl fanden wir 
Sauerstoff, in 195 Minuten verbraucht . ....... . . 322cmm 
Kohlensaéure, in 195 Minuten an den Gasraum abgegeben . . 199 ., 
Kohlensaure, zur Zeit tj in der Suspension chemisch gebunden 70 
Kohlenséure, nach 195 Minuten in der Suspension chemisch 
SEs Ge So ie be OSI ae Se hae 
also 
CO, 199 + (194 — 70) ' 
i 322 
Was in den Morawitzschen Zellen verbrennt, wissen wir nicht. Zu 
denken wire an das (denaturierte) Globin, das bei vollstandiger Ver- 
brennung (54,5°%, C, 7,23°%, H, 14,39 N) fiir CO,/O, den Wert 0,95 
geben wirde. 
3. Vollsténdiger Stoifwechselversuch. 
Kin Kaninchen erhielt am ersten Tage 40 mg, am dritten Tage 
25 mg Phenylhydrazin subcutan und wurde am sechsten Tage getétet. 
Die Sauerstoffkapazitat des Blutes war 25,8 cmm/cem gegen normal 
150 emm/ccm. Das Blut wurde durch Schiitteln defibriniert, die Zellen , 
wurden auf der Zentrifuge mit Ringerbicarbonat—),2°,, Glucose ge- 
waschen und auf das Dreifache des Blutvolumens aufgefiillt, so dab 
die Sauerstoffkapazitaét der Versuchssuspension 8,6cmm/cem war. 
Sauerstoffverbrauch, Atmung und Glykolyse wurden nach I, 8 und I, 9 
bestimmt, der Sauerstoffverbrauch in 5°, CO,—Luft und in 5% CO, 
—5 %, O, 90%, CO, die Glykolyse in 5°, CO,—Luft, 10-3 n HCN. Wir 
fanden (Protokoll 2): 





v4 in Luft T, in 5 Vol.-%/9 Og, 90 Vol.-%/) CO Te 
4 4 7 


0,67 2,0 0,33 


Kohlenoxyd hemmte also die Atmung um 67°,, eine Hemmung, 
wie man sie bei gleichem Verhiltnis CO/O, fiir Hefe findet. Dab 
diese Hemmung nicht durch den niedrigeren Sauerstoffdruck vorgetauscht 
wurde, stellten wir durch eine Kontrolle mit 5% CO, 5°, OQ, 90°, 
Argon fest, bei der die Zellsuspension vorher zur Austreibung des chemisch 
gebundenen Sauerstoffs mit Kohlenoxyd durchstrémt worden war. 








— 
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Die Hemmung durch Kohlenoxyd fanden wir nicht, wenn wir 
die Zellen statt in Ringerbicarbonat in Kochsalzphosphat untersuchten. 
Blauséure dagegen hemmte die Atmung der Morawitzschen Zellen in 
jedem Milieu, in Ringerbicarbonat, in Kochsalzlésung und in Kochsalz 
phosphat. Ahnliche Erscheinungen an anderen Zellen haben zu Kontro- 
versen Veranlassung gegeben?. Man wird aus ihnen die Lehre ziehen, 
daB man tierische Zellen, wenn sie sich in Kochsalzlésung abweichend 
verhalten, in ihrem physiologischen Salzmilieu untersucht. 

Bemerkenswert ist der hohe Glykoiysewert (rt, = 0,33 gegen 
t, = 3 bis 4 fiir normale rote Blutzellen). Der groBe t,-Wert spricht 
dafiir, daB die Morawitzsche Zellen junge Zellen sind. 


4. Vergleich der Phenylhydrazinwirkungen in vitro und in vivo. 

Vergleicht man die Zellen, die bei der Wirkung des Phenylhydrazins 
in vitro und in vivo entstehen, so findet man Ubereinstimmung in 
bezug auf das Vorhandensein von denaturiertem Globin, in bezug auf 
die Atmung insoweit, als die Atmung in beiden Fallen sehr erheblich ge- 
steigert ist. Im iibrigen sind die Unterschiede weitgehend. Phenylhydr- 
azin in vitro erzeugt eine Atmung, die eine (unvollstandige) Verbrennung 
von Glucose ist, Phenylhydrazin in vivo erzeugt eine Atmung, die 
bei Gegenwart und Abwesenheit von Glucose gleich groB ist. In der 
ersten Zellart ist die Glykolyse normal, in den Morawitzschen 
Zellen ist die Glykolyse bis auf das Zehnfache gesteigert. Durch Blau- 
siure und Kohlenoxyd wird die Atmung der Morawitzschen Zellen 
gehemmt, und die Kohlenoxydhemmung ist lichtempfindlich. Die in 
vitro erzeugte Atmung wird durch Kohlenoxyd weniger gehemmt, die 
Hemmung ist nicht lichtempfindlich. Blausdure bewirkt hier Methimo- 
globinbildung (Cyanmethamoglobin) unter Entwicklung von Sauerstoff, 
was die Versuche kompliziert. 

Im ganzen ist die Atmung der Morawitzschen Zellen eine wirkliche 
Atmung, die den Sauerstoff mit unmeBbar kleinen Mengen an Ferment- 
himin ibertragt. 

Die mit Phenylhydrazin in vitro erzeugte Atmung ist eine Modell- 
atmung, bei der groBe Mengen an Bluthimin den Sauerstoff tibertragen. 
Sie hat den Fehler und die Vorziige der Modelle. Ihr Fehler ist, dab 
sie keine wirkliche Atmung ist, ihr Vorzug, daB man sie unter iibersicht- 
lichen Bedingungen erzeugen und die Sauerstoffiibertragung mit den 
gewOhnlichen Methoden der Chemie untersuchen und aufkléren kann. 
Wegen des Vorkommens von freiem Globin in beiden Arten von 
Zellen glauben wir, daB beide Arten von Atmung zusammenhingen. 


1M. Dixon u. K. A.C. Elliot, Biochem. Journ. 23, 812, 1929; Howard 
L. Alt, diese Zeitschr. 221, 498, 1930; O. Warburg, ebendaselbst 231, 493, 
1931. 
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Kapitel LV. 
Phenylhydroxylamin in vitro. 

Phenylhydroxylamin, C,H;NHOH (Molekulargewicht 109), stellten 
wir nach Wohl! dar, kristallisierten aus heiBem Benzol um und reinigten 
den Niederschlag auf der Nutsche mit Petrolather. Das véliig weiBe Praparat 
(Stickstoffgehalt gefunden 12,88°,, berechnet 12,83°,) bewahrten wir im 
Vakuumexsikkator tiber KOH auf, wo es langere Zeit weiB blieb. Phenyl- 
hydroxylamin ist an der Luft unbesténdig. Deshalb miissen die frisch 
bereiteten Lésungen sofort zum Versuch benutzt werden. 

Phenylhydroxylaminiésung. 250mg Phenylhydroxylamin wurden in 
50 cem 0,9°%,iger Kochsalzlésung durch kraftiges Schiitteln schnell gelést 
Kleine Mengen Oxydationsprodukt wurden nétigenfalls durch Filtrieren 
entfernt. Die Lésung ist in bezug auf Phenylhydroxylamin etwa m/20. 

Setzt man Phenylhydroxylamin zu roten Blutzellen, so schlagt 
die rote Farbe in braun um. Spaltung in Hémin und Globin wie bei der 
Wirkung des Phenylhydrazins tritt hier nicht ein, sondern es _ bildet 
sich Methamoglobin (Absorptionsstreifen bei 635 uu). Cytolysiert man 
die braunen Zellen mit Wasser, so scheidet sich kein Globin aus. 

L. Lewin entdeckte* die Methamoglobinbildung durch Phenyl- 
hydroxylamin. Methamoglobin, durch subcutane Injektion von Phenyl- 
hydroxylamin erzeugt, wird nach L. Lewin im lebenden Tiere schnell 
zu Oxyhamoglobin regeneriert. Wir spritzten einem Kaninchen (2,7 kg) 
54 mg Phenylhydroxylamin, gelést in 5 cem 0,9°,iger Kochsalzlésung, 
unter die Haut. Nach 10 Minuten war das aus der Ohrvene entnommene 
Blut braun, nach 1/, Stunden wieder rot und seine Sauerstoffkapazitat 
wieder normal. 

Bei der Autoxydation von Phenylhydroxylamin® in Kochsalz- 
lésung entsteht Wasserstoffperoxyd (Gelbfarbung mit Titanreagens). 
Wir fanden manometrisch (1 mg Phenylhydroxylamin in 2 ccm Koch- 
salzlisung bei 38°, Gasraum Luft) einen Verbrauch von etwa 0,7 Molen 
Sauerstoff pro Mol Phenylhydroxylamin. Gibt man in die Ansatzbirne 
eines MeBgefiBes (trockenes) Phenylhydroxylamin, in den Hauptraum 
2 ccm Blutzellensuspension in 0,9°,iger Kochsalzlésung (Gasraum Luft) 
und holt das Phenylhydroxylamin in den Hauptraum, so entsteht ein 
positiver Druck, weil mehr Sauerstoff aus dem Oxyhamoglobin ab- 
gespalten wird, als Sauerstoff zur Oxydation des Phenylhydroxylamins 
verbraucht wird. Bei 38° ist die Reaktion in wenigen Minuten beendet. 
1,09 mg Phenylhydroxylamin (= 10-5 Mole) entwickelten 142 cmm 
Sauerstoff (= 0,64. 10-5 Mole), die Sauerstoffkapazitat der Zellsuspension 


* Chem. Ber. 27, 1432, 1894. 

* LL. Lewin, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 35. 401, 1895. 

3 Vgl. hierzu die in Kap. II zitierte Literatur iiber Methamoglobin- 
bildung. 
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war dann von 392cmm auf 80cmm gesunken. Der Verlust an Kapa- 
zitat war also 312 cmm, oder mehr als das Doppelte des entwickelten 
Sauerstoffs. Hatte man nur die Reaktionen 


H 
R +0, = R+H,0,, 
“A 


H,0, + 2 HbO, 2HbOH + 20s, 
(Methiimoglobin) 
so sollte der Kapazitatsverlust gerade doppelt so groB sein wie die 
entwickelte Sauerstoffmenge. Der Reaktionsverlauf ist also nicht 
vollig klar. 

1. Atmung der roten Blutzellen. 
Blutzellensuspension in physiologischer Kochsalzlésung (Blut- 
dichte, Sauerstoffkapazitat 150 cmm,;cem) wurde mit verschiedenen 
Mengen Phenylhydroxylaminlésung gemischt und blieb 3 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen. Dann wurde mit Kochsalzphosphat —0,5°% 
Glucose auf der Zentrifuge gewaschen und auf Blutvolumen aufgefiillt. 
Die Phenylhydroxylaminmengen und der Sauerstoffverbrauch waren: 





I II itl IV 

Zellsuspension . . 10 cem 10 cem 10 cem 10 cem 

Phenylhydr- | f 1 cem n 20000 1 cem n/2000 leem n 200 
oxylaminlésung| * a ’ = 0,005 mg = 0,05 mg = 05 mg 
Paree . 2 sec es rot rot wie I Spur briunlicher deutlich briunlich 

ais 

Sauerstoffver- 
brauch yon 2 cem | 
pro Std. bei 38°, 6,2 emm 22 emm 69 cmm 122 emm 


Gasraum Luft, 
Einsatz Kalilauge 


Die gréBte Menge Phenylhydroxylamin steigert den Sauerstoff- 
verbrauch der Blutzelien auf das 20fache, die kleinste Menge auf das 
3!/,fache. Die kleinste Phenylhydroxylaminmenge, in Kubikmillimeter 
ausgedriickt, war 1,03 cmm, wahrend die Sauerstoffkapazitat in 10 ccm 
Zellsuspension 1500 cmm war. Eine sehr kleine Menge Methamoglobin, 
die die Farbe der Blutzellen noch nicht verandert, bewirkt also schon 
eine erhebliche Steigerung des Sauerstoffverbrauchs. 


Die Wirkung auf den Sauerstoffverbrauch tritt im wesentlichen 
nur ein, wenn man der Zellsuspension Zucker zusetzt. 10 ccm Blut- 
zellensuspension in 0,9%iger Kochsalzlésung wurden mit 0,2 ccm 
m/20 Phenylhydroxylaminlésung versetzt und wie oben mit Kochsalz- 
phosphat gewaschen und auf Blutvolumen aufgefiillt. Die Sauerstoff- 
kapazitat war vor Zugabe des Phenylhydroxylamins 156 emm ccm 
und nachher 86cmm/cem, 45°, des Hamoglobins waren in Met- 
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hamoglobin verwandelt worden. Der Sauerstoffverbrauch bei 38° 
(Gasraum Luft, Einsatz Kalilauge) in 2 ccm Zellsuspension war: 





I Il Ill 

2ceem rote (normale) Zellen | 2cem braune Zellen 2ecem braune Zellen 

+ 0,lecem 10° oige Glukose + 0,lcem 10° 9ige Glucose 

emm ©» verbraucht emm Og verbraucht emm Og verbraucht 
10 Min. . . 1,3 4,5 11 
il oo 3,3 7,5 27 
aay 4.0 10,4 49 
8,0 20 158 
95 , ‘ 10,0 26 232 


Der Versuch ist in Abb. 5 graphisch dargestellt. Der Sauerstoff- 
verbrauch der braunen Zellen ohne Glucose ist rund das Doppelte der 
Normalatmung, der Sauerstoffverbrauch 





20 — ; ' 

| | der braunen Zellen mit Glucose ist nach 
zz) +--+ nn pe gf ‘ ‘ 
al _| einer kurzen Anlaufzeit das 20fache der 


Normalatmung. Dividieren wir die Nor- 
malkapazitat pro GefaB durch den 
Stundenwert des Sauerstoffverbrauchs, 
so erhalten wir fiir die braunen Zellen 
mit Glucose t, = 2 gegen ty = 44 fiir 
die normalen Zellen. Es ist darauf hin- 
zuweisen, da} hier, wie bei den Ver- 
suchen mit Phenylhydrazin, die Glucose 
-Fiose ©=0 Or dem Einhangen der Zellen in den 
P= = PRR EREE., zh Thermostaten zugesetzt werden mui. 

—— > Minuten Halt man die braunen Zellen zuecst 
Abb. 5. Atmung der Blutzellen nach einige Zeit ohne Glucose bei 38° und 
Behandlung m. Phenylhydroxylamin ‘ . r ‘ 
(braun). Zum Vergleich Atmung S€tzt dann die Glucose zu, so sind die 
nicht behandelter Blutzellen (rot). Ausschlage kleiner. 











Wie in Kochsalz oder Kochsalzphosphat, so findet man die grob» 
Atmung nach der Einwirkung von Phenylhydroxylamin auch in Ringe: 
bicarbonat — 0,2°, Glucose. Protokoll 3 enthalt einen Versuch mit 
allen experimentellen Einzelheiten. 


Bei der Oxydation der Glucose in den braunen Phenylhydroxyl- 
aminzellen bildet sich Kohlenséure. 10ccem Zellsuspension wurden 
mit 0,8 ccm m/20 Phenylhydroxylaminlésung gemischt. Dann wurde 
auf der Zentrifuge gewaschen und mit 0,9°, Kochsalz — 0,5°% Glucose 
auf Blutvolumen aufgefiillt. Die Sauerstoffkapazitat war vor dem Zusatz 
des Phenylhydroxylamins 114cmm/eem und nachher 24 cmm/ccm, 
79%, des Haimoglobins waren in Methaimoglobin verwandelt worden. 
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Der respiratorische Quotient wurde nach Kap.1,7 bestimmt. Wir 
fanden fiir 2 cem Zellsuspension bei 38° in Luft: 


Sauerstoff, in 105 Minuten verbraucht .... . os 


55 cmm 
Kohlensaure, in 105 Minuten an den Gasraum abge ge ‘ber a... & 
Kohlenséure, chemisch gebunden zur Zeit tf, . . . . . . . 125 
Kohlenséure, chemisch gebunden nach 105 Minuten 155, 


Zunahme der chemisch gebundenen Kohlenséure in 105 Mi- 
UPR cae eo WS. SRR oe Gee CA ee OD 8 
‘ : CO, 95 +- 30 
Respiratorischer Quotient _* 155 0.81. 
Die Oxydation der Glucose in den braunen Zellen ist also unvoll- 
standig. Wahrscheinlich bildet sich, wie bei der Methylenblauatmung', 
neben Kohlensaure Brenztraubensaure. 


2. Verhalten in Kohlenoxyd. 

Schittelt man die braunen Zellen — nach Zusatz von Glucose 
bei 38° statt mit Luft mit Kohlenoxyd, so wird Kohlenoxyd absorbiert. 
Die braunen Zellen werden dabei hellrot, die Kohlenoxydkapazitat 
steigt auf den Normalwert. 

10 cem Zellsuspension in 0,9°, Kochsalz wurden mit 1 ccm m/20 
Phenylhydroxylaminlésung gemischt und mit 0,9°, Kochsalz —0,5°,, 
Glucose gewaschen und auf Blutvolumen aufgefiillt. Die Sauerstoff- 
kapazitat war vor Einwirkung des Phenylhydroxylamins 172 emm/ecm 
und nachher 89 cmm/cem. 48°, des Hamoglobins waren in Methimo- 
globin verwandelt worden. 

Fir 2cem der braunen Suspension (Einsatz Kalilauge, Gasraum 
100 Vol.-°,, CO) fanden wir bei 38°: 


a = Anfangsmenge des Methimoglobins, in Kubikmillimeter ausgedriickt. 











—In 
t z a z t a z 
( Simezza) 
(Minuten) (ecmm CO absorbiert) (emm CO) Minuten 
0 0 177 { a) 
10 23 154 0,014 
20 39,6 137 0,013 
30 53.5 123 0,012 
40 66 111 0,012 
70 96,5 80 0.011 
100 122 55 0.012 
130 140 37 0,012 
145 148 29 0,013 
190 165 12 0,014 
240 176 1 
260 177 0 


' O. Warburg. F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 


227, 245, 1930. 
13* 
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Aus dem Versuch, der in Abb. 6 graphisch dargestellt ist, geht 
hervor, daB Kohlenoxyd mit einer Geschwindigkeit absorbiert wird, 
die der in jedem Augenblick vorhandenen Methamoglobinkonzentration 
a 





| 
nahezu proportional ist. Der Mittelwert des Ausdrucks 7 In 
a—2z 


ist 0,012, was bedeutet, daB etwa 1°, des jeweils vorhandenen Met- 
hamoglobins pro Minute reduziert wird. In anderen Versuchen fanden 





1 a 
wir groébere Werte fiir ; In , z. B. 0,05*. 
—2Z 
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Abb. 6. 


Blutzellen, mit Phenylhydroxylamin behandelt. Sauerstofflose Reduktion des Methamoglobins, 
gemessen durch die Absorption von Kohlenoxyd. 


Wir haben mit der Anordnung Kap. 1,7 versucht, Kohlensaure- 
bildung bei der ,,sauerstofflosen“’ Atmung in Kohlenoxyd nachzuweisen, 
und erwartet, CO,/CO viermal kleiner zu finden als CO,/O,, da 1 Atom 
Eisen einem Molekiil Kohlenoxyd, aber nur einem Véertel Molekiil 
Sauerstoff aquivalent ist. Doch fanden wir in Kohlenoxyd nur Spuren 
von .Kohlensaurebildung, wofiir eine Erklarung fehlt. 


Leitet man nach Beendigung der Kohlenoxydaufnahme durch die 
nunmehr rote Zellsuspension Sauerstoff, so bleiben die Zellen rot, zum 
Zeichen, daB sich Kohlenoxydhamoglobin gebildet hat. Hiatte sich 
Kohlenoxydhamin oder Kohlenoxydhamochromogen gebildet, so waren 
die Zellen bei der Durchstrémung mit Sauerstoff wieder braun geworden. 


3. Katalytische Wirkung von Methdmoglobin. 


Das Verhalten der braunen Phenylhydroxylaminzellen in Kohlen- 
oxyd beweist, daB ihre Farbung von Methamoglobin herriihrt und nicht, 


* Fiir Zellen mit groBer Geschwindigkeitskonstante geschieht die 
CO-Aufnahme im wesentlichen schon in der Ausgleichszeit. Deshalb ist 
hier ein Versuch mit kleiner Geschwindigkeitskonstante wiedergegeber. 
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auch nicht teilweise, von Hamin oder oxydiertem Hamochromogen. 
Das gleiche beweist die schon von L. Lewin! gefundene Tatsache, 
daB die braunen Zellen im Kreislauf lebender Tiere unter Regenerierung 
von Oxyhamoglobin rot werden. In Widerspruch hierzu bleiben div 
braunen Zellen, wenn sie in vitro — nach Zusatz von Glucose — bei 38? 
mit Luft geschiittelt werden, braun, thre Sauerstoffkapazitat steigt nicht. 
Dies liegt nicht, woran wir zuerst dachten, an dem unphysiologischen 
Milieu bei den in vitro-Versuchen. Auch wenn man die braunen Zellen 
in Serum bei 38° mit Luft schiittelt, bleiben sie braun, auch in Serum 
steigt ihre Sauerstoffkapazitat (in vitro) nicht. 

Wir fanden, daB die normale Sauerstoffkapazitat der braunen 
Phenylhydroxylaminzellen in vitro wieder hergestellt wird, wenn man 
sie zunachst anaerob — in Argon — mit Glucose bei 38° halt. Bei 
AbschluB von Sauerstoff wird ihr Methamoglobin zu Hamoglobin 
reduziert. Das Methamoglobinspektrum verschwindet, das Hamoglobin- 
spektrum erscheint, und die Zellen werden violett. Offnet man jetzt 
die GefiBe und schiittelt die violetten Zellen mit Luft, so werden sie 
unter Aufnahme von Sauerstoff hellrot, ihre Sauerstoffkapazitat steigt 
auf den Normalwert. 


20 cem Blutzellensuspension in 0,9°,, Kochsalz wurden mit 1,6 cem 
m/20 Phenylhydroxylaminlésung gemischt und mit Kochsalzphosphat 
— 0,5°% Glucose auf Blutvolumen aufgefiillt. 

Die Sauerstoffkapazitat war vor der Einwirkung von Phenyl- 
hydroxylamin 134cmm/cem und nachher 36cmm/cem. 73°, des 
Himoglobins war in Methimoglobin verwandelt worden. Wir fanden 
fiir 2ccem der braunen Zellsuspension bei 38°: 





Gefab I Gefab II 
O.-Kapazitit pro Gefab bei t = 0 
_ 72emm Op» 
Gasraum: Luft 


O2-Kapazitit pro Gefifi bei t = 0 
72emm O», 
Gasraum: Argon 
emm Oy, verbraucht 


10 Min... . 28 

a 122 

a 190 

. ee 294 v 
Oe « ses 380 (braun) (violett) 


mit Luft geschiittelt 


\ 


Oy-Kapazitat pro Gefaib bei O,-Kapazitat pro GefaB bei 
t 135 Min.: 56 emm t — 135 Min.: 276 cmm 
(Normalkapazitat der 2 ccm: 
268 emm 0.) 


1 L. Lewin, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 85, 401, 1895. 











198 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian: 


Nachdem die Zellen in Luft 380 cmm Sauerstoff veratmet hatten, 
war ihre Sauerstoffkapazitat nicht nur nicht gestiegen, sondern sogar 
ein wenig gefallen. In GefaB II dagegen war die Sauerstoffkapazitit 
von 72 auf 276cmm gestiegen, d.h. auf denjenigen Wert, der fiir 
die gleiche Zellmenge vor der Behandlung mit Phenylhydroxylamin 
gefunden worden war. 


Durch die Wiederherstellung der normalen Sauerstoffkapazitat 
verschwand der groéBte Teil der gesteigerten Atmung. Wir fanden die 
Atmung in den GefiBen I und I, nachdem II mit Luft gesattigt worden 
war, bei 38°. 





I I Il 


| (braun) (rot) 
emm QO, verbraucht, emm QO, verbraucht 


Nach 30 Min... . . 67 | 13 
he 126 27 


” 


Der Versuch lehrt, daB die gesteigerte Atmung mit dem Met- 
hamoglobingehalt zusammenhangt. Er erklart auch, warum die braunen 
Zellen im lebenden Tiere wieder rot werden. Im lebenden Tiere wird 
es, insbesondere nach Verlust von Sauerstoffkapazitat durch Met- 
hamoglobinbildung, Kapillargebiete geben, in denen der Sauerstoff- 
druck sehr niedrig ist, in denen also das Methimoglobin unter 
praktisch anaeroben Bedingungen zu Hamoglobin reduziert wird. 
Kommt dieses Blut nachher in die Lunge, so sind die Bedingungen 
zur Regeneration des Oxyhamoglobins gegeben. 


Chemisch unerklart, aber fiir die Theorie der Atmung von groBer 
Bedéutung ist die Tatsache, daB durch Phenylhydroxylamin erzeugtes 
Methaimoglobin, wenn es bei Gegenwart von Sauerstoff reduziert wird, 
nicht Oxyhimoglobin, sondern wieder Methamoglobin gibt. Met- 
haimoglobin wirkt hier wie ein wahrer Katalysator. 


Kapitel V. 
Protokolle. 


Dh 1. 
Atmung und Glykolyse roter Blutzellen in Ringerbicarbonat, 
normal und nach Einwirkung von Phenylhydrazin in vitro. 

2cem m/20 Phenylhydrazinlésung (Herstellung Kap. 11) wurden 
mit 8ccem Ringerbicarbonat—0,2°% Glucose gemischt und 10 ccm 


—- 





3 
a 
a 
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defibriniertes Kaninchenblut zugegeben. Die Mischung blieb 10 Minuten 


bei Zimmertemperatur stehen. 
90/ 


Ringerbicarbonat—0,2°,, Glucose gewaschen 


und 


Dann wurde auf der Zentrifuge mit 


schlieBlich mit 


Ringerbicarbonat—0,2°, Glucose auf das Doppelte des urspriing- 


lichen Blutvolumens aufgefiillt. 


Ein Teil des Blutes wurde nicht 


mit Phenylhydrazin, im iibrigen aber gleich behandelt. Die Sauer- 
stoffkapazitaten wurden in beiden Suspensionen vor und nach der 


Atmungsmessung (bei ¢, und ¢) bestimmt. 


Wir fanden: 


Sauerstoffkapazitat in 1 cem Normalblut-Suspension: 


to 
85 ecmm 


t = 60 Min. 
86cmm 


Sauerstoffkapazitéat in leem nach der Behandlung mit Phenyl- 


hydrazin: 
ty 
59 emm 


t = 60 Min. 
59,5 emm 


Die Sauerstoffkapazitat war also durch die Behandlung mit Phenyl- 


hydrazin um 30°, gesunken. 


Weder in dem Normalblut noch in dem 


behandelten braunen Blut anderte sich die Sauerstoffkapazitat wahrend 


des Atmungsversuchs. 


Bestimmung der Kohlensaéureretention r in beiden Suspensionen nach 
Kap. I, 8. 38°. 





Gefaib I 


Raum FR, (Abb. 2). . leer 
Raum R,....-.-. 2cem Ringer- 
Bicarbonat 
ee ee oe 0,1 cem Milchséure- 
lésung 
Gasraum...... 5 Vol.-°/9 CO, in Luft 
Gefaibkonstanten . . Up = 2,1 
VG 17,77 
keo, = 1,673 


Nach Einkippen 
der Milchsaure 
(in 10 Min.) 


+ 61 mm 
| 102 emm 


Retention in GefaB Il (rote Suspension): 102—85,5 


Gefab I 
2cem Normal- 
Blutsuspension 
2 cem Ringer- 
Bicarbonat 
0,1 eem Milehsiure- 
lésung 
5 Vol.-9/9 COg in Luft 
Up = 41 
Vg = 15,56 


koo, = 1,587 


+ 54mm 


85,5 emm 


GefiiB U1 
2cem braune 
Blutsuspension 
2cem Ringer- 
Bicarbonat 
0,1 eem Milechs&ure- 
lisung 
5 Vol.-9,, CO, in Luft 
Up 4,1 
UG = 15,90 
keo, = 1,617 


+ 50.5 mm 
$1.8 emm 


16,5 cmm 


CO,. Retention pro Millimeter CO, und Kubikzentimeter Suspension: 


16,5 


”» 


54.2 


— 0,154. 
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zur Austre1bung Ges Saerstons, 


* Vorher mit 5 Vol.-°/9 CQ, in CO gesenuttelt, 
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Retention in GefaB HI, 8.199 (braune Suspension): 102—81,8 
20,.2cmm CO,. Retention pro Millimeter CO, und Kubikzentimeter 
Suspension: 
20,2 
= = 0,20. 
. 50,5 .2 
Mit diesen r-Werten wurden die Ag,.-Konstanten fiir den Versuch 
S. 200 berechnet nach der Forme] 


, ry Ringer 
Keo, —— NCO. - 7. Up. 


Zur Ausrechnung nehmen wir die Stundenausschlige fiir 7 cem 
Blutzellensuspension, multiplizieren also die Stundenausschlage, die 
fiir 3 ccm Zellsuspension erhalten wurden, mit 7/3. Mit den Formeln (3) 
und (4), Kap. 1,9, erhalten wir: 





Rote Zellsuspension Braune Zellsuspension 
H=— +3! h= +465 | H 101 h=—29 
a" ro, — 12¢mm ry, — —103emm 
pro Stunde in 7eem ) (a y= + 111 emm) (xy = +28emm) 
Py = ty—2p, = +123emm) xy ry—a7p, = +131emm 
59 5 67.6 
Anaerob h + 92,9 h led 
pro Stunde in 7eem | ry 134 emm ry = 164 emm 


Um die t-Werte zu erhalten, dividieren wir die Normalsauerstoff- 
kapazitat durch den Stundenwert des Stoffwechsels. Die Normal- 
sauerstoffkapazitat in 7 cem war 7 . 85 = 595 cmm, so daB wir erhalten: 





Rote Zellen Braune Zellen 
595 - 595 
Sa re P 50 103 5.8 
ear _— 
T,, (anaerob) a 4.5 aa 3.6 


Der Sauerstoffverbrauch in den braunen Zellen war also 8,6mal 
so gro wie in den roten Zellen. Die anaerobe Glykolyse in den 
braunen Zellen war nicht wesentlich gréBer als in den roten Zellen. 
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DOF O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian: 


Protokoll 3. 


Atmung roter Blutzellen, normal und nach Einwirkung von Phenylhydroxyl- 
amin in vitro. 


2cem m/20 Phenylhydroxylamin wurden mit 20 cem Kaninchen- 
blutzellensuspension (in 0,9°, NaCl, Blutdichte) gemischt. Die Zellen 
blieben mit dem Reagens 3 Minuten bei Zimmertemperatur stehen, 
wurden dann mit Ringerbicarbonat-0,2°,, Glucose gewaschen und auf 


das 2'/,fache des urspriinglichen Blutvolumens aufgefiillt. Die Sauer- 


stoffkapazitat war vor der Einwirkung des 


Phenylhydroxylamins 


46 cmm/cem und nachher 36cmm/ccem. 22°, des Haimoglobins waren 
in Methamoglobin verwandelt worden. 


Zur Bestimmung der Normalatmung wurde ein Teil der Zellsuspen- 
sion nicht mit Phenylhydroxylamin, im iibrigen aber gleich behandelt. 


Wir unterscheiden beide Suspensionen als _ ,,rot* 


braun’ (behandelt). 


(normal) und 


Bestimmung der Kohlenséureretention r bei 38° nach Kap. I, 8. 





I II Ill 
Raum R, (Abb. 2) . . . leer 2eem Zellsuspension | 2cem Zellsuspension 
(rot) (braun) 
Reum By . 2c eee 2ecem Ringer- 2ceem Ringer- 2cem Ringer- 
Bicarbonat Bicarbonat Bicarbonat 
a ae 0,leem Milehsdure- 0,lccem Milehsaiure- | 0,1 cem Milchsdure- 
lisung lésung lisung 
oo ee 5°/) CO, in Luft 59/9 CO, in Luft 59/5 CO, in Luft 
Volumina (eem) .... Up = 2,1 Up = 4,1 Up= 4,1 
Ug = 15,92 Ug = 15,55 Ug = 15,90 
GefuBkonstanten (qmm) Ringer — 1 513 KRinger _ 1 587 K&inger _ 1 615 
CO, CO, CO, 
4 
Nach Einkippe e ~ — . 
ss ppen der | + 63,5 mm 53,5 mm + 52,0mm 
Milchsaurelosung in 
10 Min. | 96 cmm 85 emm 84 cemm 
| 
v v 
retiniert 11emm_ retiniert 12 emm 
11 12 
F -- ae r tn... 
53,5 x 2 52,0 x 2 
r 0,103 r 0,115 


Mit diesen r-Werten wurden die K¢o,-Konstanten fiir den folgenden 
Versuch berechnet nach der Forme] 


Keo, = K 


Ringer | 
COs + Up.f. 
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POD 


Messung der Atmung und aeroben Siiurebildung fiir beide Suspensionen nach 
Kap. I, 8, mit Kastchen nach Abb. 3. 38°. 





Hauptraum (ccm 
Zellsuspension) 


Rirne 


Gasraum .... 
Volumina (cem). 


Gefalikonstanten 
| re 


Vor Kinkippen 
der Milchsiure 
SO Mim: . . . 
60 , 


Nach Einkippen 
der Milchsaure 
(96 cmm) 

10 Min. . 


10 , 
mm Milchsaure 
a 
" 96 
Ky a 


Mit den Formeln 


(3) und (4) in 
I, 9: Stunden- 
wert in 7 ccm 


Normalkapazi- 
tat in 7 com 


“4 


GefiBpaar I (rote Zellen) 


7ecm 3cem 
96 cinm Milch- | 
Siure, gelést in ebenso 
0,leem Wasser | 
5/9 COg in Luft 5°99 COg in Luft 
Urp= 71 Up= 3,1 
Uy = 85 Ug = 12,12 
Ki > = 0,763 ko, = 1,072 
Keoe" = 1,129 | kG oe = 1,282 
Koo, = 1,86 keo, = 1,547 
Ky = 2,24 ky = 1,79 
mm mm 
3 
= h) 
(H) | 7 
+15 + 10 
+ 28 + 18 
+ 47 + 54.5 
~ +1 
+ 43 + 53,5 
2.24 1,79 
| H + 28 h + 42 
wr — 102 
ro, : 
rg = +906 
| 321cemm Op, 
2 
=. 


10,2 


Gefaipaar II (braune Zellen) 


Tecm 

ebenso 

5°/9 COg in Laft 
Up = 7,1 

VG = 7,38 

a = 0,665 

Ky, obo 

-Ringer 
Keo, 

Keo, 


M = 2,02 


1,031 


1,85 
mm 
(H) 


32 


— 60.5 


H = — 60,5 


“o, 
(ay 
ws 


3 cem 
ebenso 


59/9 CO» in Luft 
Ur = 3.) 
Ug = 11,47 
ko, = 1,017 
Ringer ne 
~ = 1,172 
ki p2 
keg, = 1,53 
ky 1,85 


mm 
13 
{ =h } 
i j 
1 
+ 1,5 


— 96 
+ 65) 


+ 161 


321 cemm Og 


321 
161 


9 











Uber Aktivierung der Robisonschen 
Hexose-Mono-Phosphorsiure in roten Blutzellen und die 
Giewinnung aktivierender Fermentlésungen. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. September 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Wir gingen von der Frage aus, warum Methamoglobin in roten 
Blutzellen Glucose oxydiert, wahrend doch Methamoglobin und Glucose 
im Reagenzglas nicht miteinander reagieren, allgemeiner, warum das 
sauerstoffiibertragende Fermenthamin in lebenden Zellen die Brennstoffe 
oxydiert, wihrend Hamine im Reagenzglas mit den Brennstcffen nicht 
reagieren. Der Oxydation durch Hamineisen muB in der Zelle eine 
Wirkung auf die Brennstoffe vorausgehen. Diese Wirkung wird in der 
Wielandschen Atmungstheorie ,,Wasserstoffaktivierung’’ genannt. Wir 
wollen sie Aktivierung nennen, weil wir nicht wissen, was die Akti- 
vierung chemisch ist. Physiologisch ist sie der Vorgang, der die Ge- 
schwindigkeit der Sauerstoffatmung bestimmt. Denn in sauerstoff- 
atmenden Zellen ist das sauerstoffiibertragende Fermenteisen im 
UberschuB. 


Cytolysiert man rote Blutzellen mit Wasser, entfernt die Stroma 
durch Zentrifugieren und setzt zu der roten klaren Flitssigkeit Glucose, 
so findet man weder eine Sauerstoffatmung noch eine Glykolyse. 
Auch die Stoffwechselerscheinungen, die in intakten roten Blutzellen 
durch Methylenblau (Barron-Harropsche Reaktion!) oder durch Met- 
haimoglobin? erzeugt werden, bleiben in der klarzentrifugierten Fliissig- 
keit aus. Ersetzt man aber die Glucose durch die Robisonsche* Hexose- 


1 @. A. Harrop u. E.S.G. Barron, Journ. Exper. Med. 48, 207, 1928: 
Journ. of biol. Chem. 79, 65, 1928; 81, 445, 1929; 84, 83, 1929. 

2 O. Warburg, F. Kubowitzu. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 

3 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
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Mono-Phosphorsaure, so verhalt sich die klarzentrifugierte Fliissigkeit 
gegen Methamoglobin oder Methylenblau wie die intakten Zellen, 
d. h. es erscheint eine Atmung?}, die ebenso groB (oder noch gréBer) ist 
wie die Methylenblau- oder Methimoglobinatmung in intakten Zellea. 
Veresterung mit Phosphorsiure aktiviert die Glucose so, daB sie in 
dem fliissigen Inhalt der Blutzellen von Methimoglobin oder von 
Methylenblau oxydiert wird. Kohlensiure und Acetaldehyd treten 
dabei als Endprodukte auf. 

Versetzt man die aus cytolysiertem Blut gewonnene Fliissigkeit 
mit Aluminiumhydroxyd und zentrifugiert, so ist die tiberstehende 
Fliissigkeit inaktiv geworden, weder Methamoglobin noch Methylenblau 
oxydieren in ihr Hexose-Mono-Phosphorsdiure. Zu der Aktivierung 
der Glucose durch Veresterung mit Phosphorsiure kommt also in 
der Blutfliissigkeit eine zweite Aktivierung? hinzu, die erst den Angriff 
des Methimoglobins oder des Methylenblaus erméglicht. 

Wir haben gefunden, daB diese Aktivierung durch das Zusammen- 
wirken von mindestens zwei Substanzen bewirkt wird, die wir nach ihren 
Kigenschaften Ferment und Coferment nennen. Ihre Trennung 
von den Blutzellen wird im folgenden beschrieben. Ferment und Co- 
ferment kénnen, ohne an Wirksamkeit zu verlieren, getrocknet werden. 
In Wasser gelést und mit Octylalkohol als Antisepticum versetzt, 
sind sie bestandig und eignen sich deshalb fiir chemische Versuche 
tuber Aktivierung. 

In den Ferment-Cofermentlésungen wird die Hexose-Mono- 
Phosphorsaéure nicht nur von Methimoglobin oder von Methylenblau, 
sondern auch von molekularem Sauerstoff angegriffen. In dieser Be- 
ziehung verhalt sich die Ferment-Cofermentlésung anders als der 
fliissige “%ellinhalt, aus dem Ferment und Coferment hergestellt wurden. 
In cytolysiertem klarzentrifugiertem Blut greift molekularer Sauerstoff 
die Hexose-Mono-Phosphorsaure nicht an. Es geht also die Aktivierung 
in den Ferment-Cofermentlisungen iiber das physiologische Map hinaus. 

Die Uberaktivierung in den Fermentlésungen erklart, warum 
eine Oxydation, die in intakten Zellen kohlenoxyd- und blausaure- 
empfindlich ist, in Fermentlésungen, die aus denselben Zellen hergestellt 
worden sind, kohlenoxyd- und blausiureunempfindlich sein kann. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 238, 131, 1931. 

* Wir haben inzwischen gefunden, da8 die Hexose-Mono-Phosphor- 
saure, wenn man sie mit Ferment und Co-Ferment in Pingerlésung oder 
in Serum lést, anaerob schnell zu einer Saéure gespalten wird, die nicht 
Milchsaéure ist. Diese Saure ist ,,.aktiv‘‘ gegen Oxydationsmittel, z. B. gegen 
Methvlenblau. Es scheint hiernach, da die Aktivierung der Hexose- 
Mono-Phosphorséure eine besondere Art von ,,Gérung‘ ist. 
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In sauerstoffatmenden Zellen liegt ein Mechanismus vor, der die 
Substrataktivierung nicht tiber die Aktivierung gegen Héamineisen 
hinausgehen laBt. Zerst6ért man den Mechanismus, der die Aktivierung 
regelt (in der strukturfreien Flissigkeit aus Blutzellen ist der Mechanismus 
noch erhalten), so treten Reaktionen zwischen molekularem Sauerstoff 
und aktiviertem Substrat auf, die in bezug auf das aktivierte Substrat 
Zellatmung und in bezug auf das Oxydationsmittel etwas anderes sind. 

Diese merkwiirdigen Eigenschaften der aktivierenden Fermente, 
die niemand voraussehen konnte, waren die Ursache einer Kontroverse, 
von der man fast sagen kann, daB sie unvermeidlich war. 


Inhaltsiibersicht. Seite 

ee a, OG. et epee tt hl tl tt et we 
]. Hexose-Mono-Phosphorséure ..... . 209 
a. Eee I ns 8 ss ee eS eee ee . 209 


3. Manometrische Bestimmung von Hexose-Mono-Phosphorséure und 


Brenztraubenséure neben Hexose . .. . : 210 

4. Bestimmung der Hexose-Mono-Phosphatase ........ . 2i1l1 
Kapitel II. Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsaure in cytoly- 

G@ueween: vote Tatton, 2 tt tw tw 

1. Methimoglobin als Oxydationsmittel 212 

2. Methylenblau als Oxydationsmittel . .......... 212 

3. Molekularer Sauerstoff als Oxydationsmittel . ....... . 213 

Kapitel III. Ferment und Coferment .............. 214 

SE ee ee ee ee ee - « 215 

. - 216 


ee ee ee a 
ED ee ee | | 


Kapitel IV. Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsaéure in Ferment - 


Cofermentlédsungen . . . .. 2... ee ee 218 
1. Molekularer Sauerstoff als Oxydationsmittel . . ..... . . 218 
2. Methylenblau als Oxydationsmittel . ........ +... 219 
3. Methaémoglobin als Oxydationsmittel ........... . 220 
Kapitel V. Endprodukte der Oxydation der Hexose-Mono-Phosphor- 
siure in Ferment-Cofermentlésungen. . .......... . . 220 
1. Endwert der Sauerstoffabsorption. ............ . 221 
2. Bestimmung der freien und gebundenen Phosphorsiaure . 222 
3. Respiratorischer Quotient.............4+++.. 223 
4. Bildung von Acetaldehyd ............4+.4+64.4 4.4 - 223 
Anmerkung I. Verschiedene Reaktionswege des Methylenblaus . . . . 225 


Anmerkung IT. Uberaktivierung der Hexose-Mono-Phosphorsaéure . . 226 














9 
9 
AY) 


0 
1 


1 


3 
4 
5 
6 
7 


8 
8 
9 


0 
a 
2 
3 
3 
5 
6 











anurans 


Aktivierung der Robisonschen Hexose-Mono-Phosphorsaure usw. 209 


Kapitel TI. 
Methoden. 
1. Hexose-Mono-Phosphorsdure 

wurde nach der Vorschrift von R. Robison! als Bariumsalz dargestellt. 
Zu 700ccem Lebedew-Saft aus Patzenhofer Bierhefe wurden Glucose 
und Phosphat gegeben unter manometrischer Kontrolle der Géar- 
geschwindigkeit. Aus 150g zugesetzter Glucose erhielten wir 62 g 
hexose-mono-phosphorsaures Barium, das nach Robison? mit etwas 
Hexose-Diphosphorsaure und  Trehalose-Mono-Phosphorsiure — ver- 
unreinigt ist. Mit diesem nicht ganz einheitlichen Praparat haben wir 
im allgemeinen gearbeitet. Trehalose-Ester (eine Probe des reinen 
Esters verdanken wir Herrn C. Newberg) wurde bei unserer Versuchs- 
anordnung nicht oxydiert, Hexose-Di-Ester nur sehr langsam. Reiner 
Hexose-Mono-Ester® (Glucose-6-Phosphat), fiir dessen Cberlassung wir 
Herrn R. Robison zu groBem Dank verpflichtet sind, verhielt sich 
wie das nach der ersten* Robisonschen Vorschrift dargestellte Priparat. 
Die Verunreinigung mit Di-Ester und Trehalose-Ester stért im all- 
gemeinen nicht, es sei denn bei Bilanzversuchen, bei denen die Endwerte 
an verbrauchtem Sauerstoff usw. kleiner sind als bei Versuchen mit 
dem reinen Praparat. 


Um aus dem Bariumsalz die Versuchslésung herzustellen, wurden 
2 g Bariumsalz mit 1,7 g Na,SO, 10 H,O und 10 com Wasser verrieben, 
mit 0,6cem n HCl neutralisiert, auf 15 ccm aufgefiillt und filtriert. 
(Gehaltsbestimmung durch Veraschen und Phosphorbestimmung.) 


2. Rote Blutzellen. 


Methylenblau oder Methimoglobin erzeugen in roten intakten 
Blutzellen von Kaninchen, Meerschweinchen und Ratte eine sehr viel 
gréBere Atmung als in den roten Blutzellen des Pferdes. Cytolysiert 
man und fiigt Hexose-Mono-Phosphorséure hinzu, so verschwinden diese 
Unterschiede. Methylenblau oder Methimoglobin, oxydieren Hexose- 
Mono-Phosphorséure in cytolysiertem Pferdeblut ebenso schnell wie 
in Kaninchenblut. Rote Pferdeblutzellen sind reich an Hexose-Mono- 
Phosphorséure aktivierendem Ferment, aber wie es scheint, arm an 
dem Ferment, das die Glucose verestert. Rote Blutzellen vom Schwein 
geben weder intakt (mit Glucose) noch cytolysiert (mit Hexose-Mono- 
Phosphorsiaure) gute Ausschlige, hier fehlt es sowohl an Ferment, das 


1 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

2 R. Robison u. W. T.J. Morgan, ebendaselbst 22, 1277, 1928. 
3 R. Robison nu. E. J. King, ebendaselbst 25, 323, 1931. 

4 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
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die Hexose-Mono-Phosphorsaure verestert, als auch an Ferment, das 
sie aktiviert. Wir benutzen, je nach dem Zweck der Versuche, ver- 
schiedene Blutarten, fiir Versuche mit intakten Blutzellen Kaninchen- 
blutzellen, fiir Versuche mit cytolysiertem Blut Pferdeblut. 


3. Manometrische Bestimmung von Hexose-Mono-Phosphorsdure und 
Brenztraubensdure neben Hexose. 

Zur Bestimmung der genannten Stoffe benutzen wir einfache 
manometrische Methoden, die keine Prazisionsmethoden sind, aber 
ihren Zweck erfiillen. 

Bei der Bestimmung gdrfdahiger Hexosen enthalt der Hauptraum 
eines kegelférmigen GefaBes 2ccm der zu priifenden mit KH,PO, 
sauer gemachten Lésung, die Birne 25cmm_ Backerhefezellen (in 
m/20 KH, PO, vorher gut gewaschen), der Gasraum Argon. Die Thermo- 
statentemperatur ist 20°. Kippt man die Hefezellen ein, so entsteht 
Garungskohlenséure, deren Entwicklung, bei Zuckermengen von der 
GréBenordnung Milligramm, in einigen Stunden beendet ist. Durch 
einen Versuch mit zugesetzter Glucose oder Fructose eicht man die 
Anordnung, bei der Hexose-Mono-Phosphorséure nicht reagiert, da 
sie zu langsam in lebende Hefezellen eindringt. 

Bei der Bestimmung der Hexose-Mono-Phosphorsdure enthialt 
der Hauptraum 2 ccm der zu priifenden Lésung, die durch m/10 Acetat- 
puffer von pa 5,6 sauer gemacht ist, die Birne 0,2 com Lebedew-Saft 
aus Unterhefe (durch Auspumpen von Kohlensiéure befreit), der Gas- 
raum Luft. Die Temperatur des Thermostaten ist 20°. Kippt man 
den Lebedew-Saft ein, so entwickelt sich Garung:-Kohlensaure. Bei 
Mono-Sauremengen von der Gr6Benordnung Milligramm ist die 
Reaktion in einigen Stunden beendet. Durch einen Versuch mit zu- 
gesetzter Mono-Saure eicht man die Anordnung, bei der Hexosen, 
wegen der sauren Reaktion und der Verdiinnung des Lebedew-Saftes, 
keine Ausschlige geben. : 

Bei der Bestimmung der Brenztraubensdure enthalt der Hauptraum 
2 cem der zu priifenden Lésung, die durch Acetatpuffer sauer gemacht 
ist, die Birne 0,2 cem Lebedew-Saft, der bei 0° 12 Stunden gegen 
flieBendes Wasser dialysiert worden ist. Der Gasraum enthalt Luft. 
Die Temperatur des Thermostaten ist 20°. Kippt man den Lebedew-Saft 
ein, so entwickelt die Neuwbergsche Carboxylase Kohlensaure. Bei 
Brenztraubensiuremengen von der Gr6éBenordnung Milligramm ist 
die Reaktion in 1 Stunde beendet. Durch einen Versuch mit zugesetzter 
Brenztraubenséure eicht man die Anordnung, bei der weder Hexosen, 
noch Hexose-Mono-Phosphorsaéure (letztere nicht wegen Fehlens des 
Coferments der Garung) reagieren. 
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4. Bestimmung der Hewose-Meno- Phosphatase. 


Die nach Kapitel II] dargestellten Cofermentlésungen enthalten 
wechselnde Mengen Hexose-Mono-Phosphatase, deren Vorkommen 
im Blut M. Martland und R. Robison! entdeckt haben. Bei der Be- 
stimmung der Wirkung ist hier darauf zu achten, daB man den 
Sauerstoff ausschlieBt. 

In den Hauptraum eines kegelférmigen GefiBes, wie wir es sonst 
zu manometrischen Messungen verwenden, fiillen wir 1 cem Coferment- 
lésung und 0,05 cem Octylalkohol, in die Birne 0,2 ccm 0,3 mol. Hexose- 
Mono-Phosphorsiéurelésung (neutral), in den Einsatz 0,2 cem Chrom- 
chlorirlésung (zur Absorption von Sauerstoffspuren), in den Gasraum 
Argon. Die Thermostatentemperatur ist 38°. Ist der Gasraum sauer- 
stofffrei, so kippen wir die Mono-Saure in den Hauptraum ein und be- 
stimmen die anorganische Phosphorséure nach Bell und Doisy? in der 
von Martland und Robison angegebenen Anordnung. Wir fanden 


beispielsweise : 





S3R° 
I II ne IV 
Hauptraum ... 1 ecm 1 ecm lecm 1 cem 
Coferment- Cofermentlisung Coferment- Cofermentlisung 
lisung (15 Min. auf 60° lisung (15 Min. auf 60° 
erhitzt) erhitzt) 
BG as ck ewe 0,2cem 0,3 mol. 0,2 cem 0,3 mol. leer leer 
Hexose-Mono- Hexose-Mono- 
Phosphorsiiure Phosphorsiéure 
(neutral) (neutral) 
(1,9 mg P) (1.9 mg P) 
Anorg. Phosphor 
zur Zeittp .. 0,25 mg 0,12 mg 0,25 mg 0,12 mg 
Nach 24Std.. . . 1,96 , 0,28 , 0,76 . 0,13 
Zunahme des 
anische ~ 
=e = 1,71 mg 0.16 mg 0,51 mg -- 


Phosphors | 
in 24 Std. 


Kapitel IT. 
Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsiure in cytolysierten roten Blutzellen. 
Cytolysiert man zuckerhaltige rote Blutzellen und entfernt die 
Stroma durch Zentrifugieren (mit Phosphatlésung), so findet man in 
der iiberstehenden klaren roten Fliissigkeit keinen Stoffwechsel, weder 
Atmung noch Glykolyse. Die Fliissigkeit verwandelt zugesetztes 
Methylglyoxal mit groBer Geschwindigkeit zu Milchséiure. Da ohne 


1M. Martland u. R. Robison, Biochem. Journ. 18, 765, 1924; 20, 


845, 1926. 
2 Bell u. Doisy, Journ. of biol. Chem. 44, 55, 1920; Briggs, ebendaselbst 


58, 13, 1922. 


14* 











212 O. Warburg u. W. Christian: 


Zusatz von Methylglyoxal keine Milchséiure entsteht, so folgt, daB sich 
in der Flissigkeit auch nicht die Vorstufe der Milchsaure bildet, die 
nach C. Neuberg Methylglyoxal ist. 

Die rote klare Fliissigkeit bleibt reaktionslos, wenn man die Glucose 
durch andere Kohlenhydrate ersetzt. Insbesondere wird die Robisonsche 
Hexose-Mono-Phosphorséure hier weder durch Sauerstoff oxydiert, 
noch zu Methylglyoxal oder Milchsaure gespalten?. Wir fanden aber, 
daB die Hexose-Mono-Phosphorsaure in der Fliissigkeit oxydiert wird, 
wenn Methamoglobin oder Methylenblau als Oxydationsmittel zur 
Verfiigung stehen. 


1. Methdmoglobin als Oxydationsmittel. 

Rote Pferdeblutzellen wurden in 0,9°,iger Kochsalzlésung  ge- 
waschen, scharf zusammenzentrifugiert und durch Zusatz von Wasser 
(Blutvolumen) cytolysiert. Dann wurde Methamoglobin erzeugt durch 
Mischen mit ?4/;) Volumen m/20 Phenylhydroxylaminlésung. Zur 
Entfernung der Stroma wurde die braune Fliissigkeit mit dem halben 
Volumen m/2 neutralem Phosphat (8,4cem Na,HPO,, 1,5 ccm 
KH,PO,) verdiinnt und 15 Minuten zentrifugiert (10000 Touren pro 
Minute, Abstand von der Achse 8cm). Nach 15 Minuten war eine 
geniigende Menge klare stromafreie (Probe mit Tusche) Fliissigkeit 
abgetrennt. Sie wurde abgehoben, ihr Sauerstoffverbrauch wurde 
mit und ohne Hexose-Mono-Phosphorsaéure bei 38° gemessen. 

Das Ergebnis ist in Abb. 1 graphisch dargestellt. Ohne Hexose- 
Mono-Phosphorsaure ist der Sauerstoffverbrauch sehr klein, mit Hexose- 
Mono-Phosphorsiaure ist der Sauerstoffverbrauch groB. Der t4-Wert 
(Normal-Sauerstoffkapazitat/Stundenwert der Atmung) ist 1,1. Die 
,Atmung* ist gréBer als die Atmung intakter brauner Phenylhydroxyl- 
aminzellen® bei Zusatz von Glucose (t4 = 2 bis 3). 

‘Wie die intakten braunen Phenylhydroxylaminzellen, bleibt die 
cytolysierte braune Fliissigkeit, wahrend sie Sauerstoff iibertragt, 
braun, ihre Sauerstoffkapazitat steigt nicht. DaB auch hier Methaimo- 
globin der Sauerstoffiibertrager ist, erkennt man, wenn man in den 
Gasraum Kohlenoxyd statt Luft einfiillt. Dann wird in dem Mabe, 
als Methamoglobin reduziert wird, Kohlenoxyd absorbiert, bis das 
gesamte Methimoglobin in Kohlenoxyd-Hamoglobin verwandelt ist 
(Abb. 2). 

2. Methylenblau als Oxydationsmittel. 

Rote Pferdeblutzellen wurden in 0,9°,iger Kochsalzlésung ge- 

waschen, scharf zusammenzentrifugiert und durch Zusatz von Wasser 


! Siehe aber Anmerkung auf 8. 207. 
2 Vgl. die vorhergehende Arbeit. 
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(Blutvolumen) cytolysiert. Dann wurden die Stroma wieder durch 
Zentrifugieren mit Phosphatlésung entfernt. Die klare hellrote stroma- 
freie Fliissigkeit wurde manometrisch gepriift, bei Zusatz von Methylen- 
blau oder von Methylenblau + Hexose-Mono-Phosphorséure. — Ein 
Versuch ist in Abb. 3 graphisch dargestellt. Ohne Hexose-Phosphorsaure 
wird kein Sauerstoff absorbiert, sondern Sauerstoff entwickelt. Das 
durch Methylenblau erzeugte Methamoglobin hauft sich in der Fliissigkeit 
an. Mit Hexose-Mono-Phosphorsiure entsiteht eine groBe ,,Atmung™. 
Der T4-Wert ist 1,4. Die Atmung ist ebensogroB wie die Methylenblau- 
atmung in den wirksamsten intakten roten Blutzellen bei Gegenwart 
von Glucose (t4-Wert der Methylenblauatmung! in zuckerhaltigen 
Kaninchenblutzellen etwa 2). 

Die Methylenblauatmung in cytolysierten roten Blutzellen wird 
durch Kohlenoxyd gehemmt, um so stirker, je kleiner die Konzentration 
des Methylenblaus. Auch in dieser Hinsicht besteht véllige Uberein- 
stimmung mit der Methylenblauatmung in intakten roten Blutzellen?. 
Zum Beleg dient der folgende Versuch: 

Rote Pferdeblutzellen in 0,9°,igem NaCl wurden durch Wasser 
(Blutvolumen) cytolysiert, der Sauerstoffverbrauch wurde nach Zusatz 
von Hexose-Mono-Phosphorsiure und Methylenblau in Luft und in 
20 Vol.-°,, O,, und 80 Vol.-°,, CO gemessen. Wir fanden (38°, 
Kinsatz Kalilauge): 





I Il Ill IV V 


Hauptraum 2eem cytoly- 
sierte Zellen 
+ 0,2 cem 


0.35 mol. ebenso ebenso ebenso ebenso 
Hexose-Mono- | 
Phosphorsiure 
Birne .. . leer 0,02 mg 0,02 mg 0,5 mg 0,5 mg 
Methylenblau Methylenblau Methylenblau  Methylenblau 
Gasraum . Luft Luft 20 9/9 Oo Luft 20° 9 O» 
809) CO 80°), CO 
emm Op» emm Og emm Oy emm Og emm Op» 
absorbiert absorbiert absorbiert absorbiert absorbiert 
60 Min. 1 129 21 286 236 





Hemmung durch CO 84% Hemmung durch CO 17% 


3. Molekularer Sauerstoff als Oxydationsmittel, 


Im Gegensatz zu Methamoglobin und zu Methylenblau ist mole- 
kularer Sauerstoff nicht imstande, Hexose-Mono-Phosphorséure in 
cytolysiertem Blut zu oxydieren. Zum Beleg dieser wichtigen Tatsache 
dient der Versuch, der am Ende des vorigen Abschnitts angefiihrt 
ist (GefaB I). 


1 O. Warburq, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
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Abb. 1. 
2cem cytolysierte Pferdeblutzellen, braun durch 
Phenylhydroxylamin. Stromafrei. Normalkapa- 
zitét fiir Sauerstoff 100cmm O, pro GefiB. Fiir 
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Abb. 2. 
2eem cytolysierte Pferdeblutzellen, 
braun durch Phenylhydroxylamin. Nor- 
malkapazitit fiir Sauerstoff 355 emm 
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Abb. 3. 
2 ccm‘ cytolysierte Pferdeblutzellen, rot. Stromafrei. Sauerstoffkapazitét 184emm Oy, pro 
GefaB. Fir Ill ist 7 4= a = 1,4. (38°, Gasraum Luft, Einsatz KOH.) 


Kapitel IIT. 





Ferment und Coferment. 

Die Reaktion zwischen Methamoglobin und Hexose-Mono-Phosphor- 
saure in den strukturfreien Lésungen ist keine direkte Reaktion zwischen 
den reinen Stoffen, sondern wird durch ein Ferment bewirkt. Methaimo- 
globinkristalle, aus Meerschweinchen-Blutzellen mit Phenylhydroxyl- 
amin dargestellt, reagieren nicht mit Hexose-Mono-Phosphorsaure, 
weder bei neutraler noch bei alkalischer Reaktion. Gibt man zu den 
aus Blutzellen gewonnenen reagierenden Fliissigkeiten Aluminium- 
hydroxyd und zentrifugiert, so ist die iberstehende Lésung reaktionslos, 
sie verbraucht, mit Luft geschiittelt, keinen Sauerstoff. 
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DaB Methylenblau und Hexose-Mono-Phosphorséure in reiner 
Lésung nicht miteinander reagieren, braucht kaum erwalhnt zu werden. 
Aber auch Methylenblau, Hexose-Mono-Phosphorséure und reines 
kristallisiertes Oxyhamoglobin reagieren nicht, wie wir durch Versuche 
mit Pferde- und Meerschweinchen-Oxyhaimoglobin festgestellt haben. 

Wir haben gefunden, daB die Reaktion zwischen Methamoglobin 
und Hexose-Mono-Phosphorsiure oder zwischen Methylenblau und 
Hexose-Mono-Phosphorséure in den Blutzellen durch das Zusammen- 
wirken von mindestens zwei Substanzen zustandekommt, von denen 
wir die eine ,,Ferment‘’ und die andere ,,Coferment* nennen. 


1. Ferment. 

LaBt man Oxyhimoglobin aus der Fliissigkeit, die bei der 
Cytolyse der roten Blutzellen entsteht, auskristallisieren, so reiBt es 
Ferment mit, wihrend das Coferment in Lésung bleibt. Durch Waschen 
mit Wasser kann das Ferment von den Kristallen vollstandig abgelést 
werden. Blutarten, deren Hamoglobin leicht kristallisiert und in Wasser 
schwer léslich ist, sind fiir die Gewinnung des Ferments am geeignetsten. 

Vorschrift. Die Blutzellen von 40 ccm Rattenblut, durch Schiittela 
defibriniert, werden in 0,9°,iger Kochsalzlésung gewaschen, scharf 
zusammenzentrifugiert und durch Zusatz von Wasser (Gesamtvolumen 
40 ccm) cytolysiert. Die Kristallisation des Oxyhimoglobins beginnt 
fast sofort nach der Cytolyse und ist nach einigen Stunden (0°) beendet. 
Man zentrifugiert ganz kurz, gieBt die stromahaltige Mutterlauge von 
den schweren Kristallen ab, spilt die Wande des ZentrifugiergefaiBes 
und die Oberfliche des Kristallsediments mehrmals mit Wasser ab, 
zentrifugiert 1/, Stunde scharf, um noch Mutterlauge auszupressen, 
und gieBt sie von den Kristallen ab. Dann riihrt man den Kristallbrei, 
der in Eiswasser steht, mit 20cem eiskaltem Wasser durch, zentrifugiert 
und hebt die erste Elution, die viel Ferment enthalt, ab. Eine gleiche 
zweite Elution enthalt weniger Ferment, die dritte Elution ist im all- 
gemeinen wirkungslos. 

Diese Fermentlésungen enthalten wegen der Schwerléslichkeit 
des Ratten-oxyhimoglobins sehr wenig Hiamoglobin (Sauerstoff- 
kapazitat einige Kubikmillimeter O, pro Kubikzentimeter Lésung). 
Dialysiert man 12 Stunden in Kollodiumhiilsen gegen  flieBendes 
destilliertes Wasser bei 0°, so nimmt die Wirksamkeit nicht ab, aber der 
Hamoglobingehalt sinkt noch weiter, da das Kollodium der Hiilsen 
Hamoglobin adsorbiert. Dampft man die Fermentlésungen bei niedriger 
Temperatur im Vakuumexsikkator zur Trockne (wobei ein minimaler 
Riickstand bleibt) und lést mit Wasser wieder auf das urspriingliche 
Volumen, so ist die Wirksamkeit unverandert. Wir haben im allgemeinen 
nicht getrocknet, sondern die Fermentlésungen bei 0° aufbewahrt. 





f 


i; 
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Die Fermentlésungen sind warmeempfindlich und verlieren schon 
bei halbstiindigem Erwarmen auf 45° an Wirksamkeit. 

Ebenso wirksam wie die Elution von Rattenhimoglobinkrisiallen 
ist die Elution von Meerschweinchenhamoglobinkristallen (Kristalle 
dargestellt wie Rattenkristalle) oder die Elution von Pferdehamoglobin- 
kristallen (Kristalle dargestellt nach Willstdtter und Pollinger). Von 
den drei genannten Hamoglobinarten ist Rattenhimoglobin am 
schwersten léslich und liefert deshalb bei der Elution die reinsten 
(hamoglobinirmsten) Fermentlésungen. Nur Fermentlésungen aus 
Rattenblut sind fiir die im folgenden beschriebenen Versuche benutzt 
worden. 

2. Coferment. 

M. Jacoby und M. Tsuchihashi fanden’, daB aus cytolysiertem 
Blut beim Schitteln mit Chloroform das Hamoglobin ausfallt. Die 
iiberstehende Fliissigkeit, die fast frei von Hamoglobin war, enthielt 
bei den Versuchen von Jacoby und T'suchihashi den Hauptteil der 
Blutkatalase. Sie enthalt auch den Hauptteil unseres Coferments. 
Nach K. Zeile und H. Hellstrém? ist es zweckmaBig, das Blut vor Zusatz 
des Chloroforms mit Alkohol zu mischen. Dann wird das Haimoglobin 
beim Schitteln mit Chloroform schon in wenigen Minuten ausgefiillt. 

Vorschrift. Rote Pferdeblutzellen wurden in 0,9°,iger Kochsalz- 
lésung gewaschen. 400 ccm scharf zusammenzentrifugiertes Sediment 
wurden mit 400 ccm Wasser cytolysiert, auf 0° gekiihlt und unter Riihren 
mit 700 ccm eisgekiihltem Alkohol versetzt. An der EinguBstelle des 
Alkohols auftretende Niederschlige miissen sich beim Riihren wieder 
lésen. Dann wurde 30 ccm Chloroform zugefiigt und einige Minuten 
geschiittelt, wobei sich das Hamoglobin als ziher Klumpen abschied. 
Die von dem Hamoglobinklumpen abgegossene  klarzentrifugierte 
Fliissigkeit hatte ein Volumen von 1500 ccm. Sie wurde mit 900 ccm 
Alkohol und 2400 cem Ather versetzt, wobei ein Niederschlag fiel. der 
mit absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet 
wurde. 1 Liter Pferdeblut lieferte im Mittel 1,7 g Niederschlag. 

Um die Wirkungen des Pulvers zu untersuchen, verreibt man 0,5 g 
mit 10 cem Wasser, wobei etwa die Halfte in Lésung geht, und zentri- 
fugiert von dem ungelésten ab. Die iiberstehende Lésung enthalt 
die resistenteren Fermente der roten Blutzellen, Katalase, Phosphatase, 
Methylglyoxalase. Sie enthalt nur Spuren unseres Ferments, aber 
viel Coferment. 

Erhitzt man die Lésung 15 Minuten auf 60°, so fallt etwa die Halfte 
an Substanz aus. Die durch Zentrifugieren geklirte, braiunlich gefarbte 
Fliissigkeit enthalt das Coferment, aber weder Katalase, noch Hexose- 


1 M. Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 
2 K. Zeile u. H. Hellstrém, Hoppe-Seyler 192, 171, 1930. 
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Mono-Phosphatase, noch Methylglyoxalase. Mehrfach haben wir beob- 
achtet, daB 15 Minuten langes Erhitzen auf 60° die Wirksamkeit der 
Cofermentlésung sogar erhdéhte. 


3. Pritfung der Wirkung. 

Die nach 1. aus Rattenblut hergestellte Fermentlésung ist schwach 
rotlich gefarbt durch Oxyhaimoglobin, die nach 2. aus Pferdeblut 
hergestellte Cofermentlésung ist schwach braun gefarbt durch Methimo- 
globin. Um die Wirkung der Lésungen zu priifen, ist es am bequemsten, 
Ferment-Coferment und Hexose-Mono-Phosphorséurelésungen zu 
mischen und nach Zusatz von Methylenblau mit Luft zu schiitteln. 
Die Konzentration der Hexose-Mono-Phosphorsaure in den Priif- 
lésungen war etwa dieselbe wie in dem cytolysierten Blut bei den in 
Kapitel II beschriebenen Versuchen. Die nach 1. und 2. hergestellten 
Ferment- und Cofermentlosungen erzeugten dann bei richtiger Mischung 
etwa denselben Sauerstoffverbrauch pro Kubikzentimeter Lésung, 
wie er pro Kubikzentimeter cytolysierten Blutes gefunden worden war. 
Der folgende Versuch diene als Beispiel einer Priifung: 

Fermentlésung, Cofermentlésung und eine neutrale Lésung von 
Hexose-Mono-Phosphorséure wurden in den Hauptraum eines kegel- 
formigen GefaiBes eingefillt. Die Birne enthielt 0,5 mg Methylenblau, 
gelést in 0,2 cem Wasser, der Einsatz Kalilauge, der Gasraum Luft. 
Wir fanden bei 38° nach Einkippen des Methylenblaus: 





I Il Il IV 
Hauptraum .... 1 ccm l ecm icem 1 cem 
Fermentlisung Fermentlésung Fermentlisung Wasser 
(erste Elution) (zweite Elution) (dritte Elution) 
+ 2¢em + 2ecem + 2cem + 2ecm 
Coferment- Coferment- Coferment- C oferment- 
lisung lisung lisung lisung 
+ 0,.2cem 
0,35 mol. | 
Hexose-Mono- ebenso ebenso ebenso 
Phosphorsiure | 
(neutral) 
a ee 05 mg | 
oo | ebenso ebenso ebenso | 
Wasser 
emm 0 emm O emm UO, emm Op» 
verbraucht verbraucht verbraucht verbraucht 
Se 228 90 10 11 


Man sieht aus dem Versuch, daB nur Ferment und Coferment 
zusammen eine erhebliche Wirkung ausiiben. Die geringen Wirkungen 
von Coferment allein sind durch Verunreinigungen des Coferments 
mit Ferment zu erkliren. Daf’ nach zweimaligem Waschen der 
Hamoglobinkristalle mit Wasser das Ferment vollstandig eluiert ist, 
lehrt ein Vergleich der GeféBe ITT und IV. 








| 
. 
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Kapitel IV. 

Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsiure in Ferment-Cofermentlésungen. 

In den Ferment-Cofermentlésungen wird die Hexose-Mono- 
Phosphorsaure sowohl durch molekularen Sauerstoff, als auch durch 
Methylenblau, als auch durch Methimoglobin oxydiert. Bei den Ver- 
suchen mit molekularem Sauerstoff oder Methylenblau als Oxydations- 
mittel stért der geringe Gehalt der Ferment-Cofermentlésungen an 
Hamoglobin nicht. Denn Versuche mit Methamoglobin als Oxydations- 
mittel zeigen, daB eine merkliche ,,Methimoglobinatmung nur durch 
grobe Konzentrationen an Methimoglobin erzeugt wird. 


1. Molekularer Sauerstoff als Oxydationsmi’tel. 
Kine Ferment-Coferment-Hexose-Mono-Phosphorsaurelésung wurde 
mit Sauerstoff verschiedenen Partialdruckes geschiittelt. Wir fanden 
bei 38° (Einsatz Kalilauge): 





Ill IV 
Hauptraum . 1,0 cem 
Fermentlisung 
2.0 cem 
( ‘ofermentlésung 


0,2 eem 0,3 mol. =| - 
| 


ebenso ebenso ebenso 


Hexose-Mono- 
Phosphorséure 
(neutral) 


Gasraum . . 2 Vol.-9/5 O» 5 Vol.-9/9 Og Luft 100 Vol.-9'9 O» 
in Argon in Argon 


emm Oy, verbraucht | emm Og, verbraucht emm Og verbraucht cmm Op, verbraucht 

60 Min. | 16 30 62 130 
Tragt man die Volumprozente Sauerstoff auf der Abszissen- 
achse, die pro Stunde gefundenen Sauerstoffabsorptionen auf der 


Ordinatenachse auf, so erhilt man (Abb. 4) die Oxydationsgesch windig- 
keit als Funktion des Sauerstoff- 














> ™ mi 1 

*) eee eo > druckes. 

Sw ae an Aus Abb. 4 sieht man, daB mole- 

8 oe OY tl a kularer Sauerstoff, anders als in cyto- 

S o}-t a Re ee: Ee A lysiertem Blut, erheblich wirkt und 

TY, ttt ts dap seine Wirkung mit seinem Druck 

x 1? ke eee: steigt. Bei dem Sauerstoffdruck von 
0UDNHWDHUDMwW 1 Atm. (100 Vol.-°%, Sauerstoff) ist 


Vol % Sauer staff im Casraum 
Abb. 4. 


der Maximalwert der Oxydations- 

geschwindigkeit noch nicht  erreicht. 

Molekularer Sauerstoff als Oxy- re . x ‘ . 

dationsmittel. Oxydations- Schatzungsweise ware dies erst bei 

geschwindigkeit als Funktion ejnem Sauerstoffdruck von einigen 

des Sauerstoffdruckes. - + < 

Atmospharen der Fall. 

Vergleicht man die Oxydationsgeschwindigkeit bei dem Sauerstoff- 

druck von 1 Atm. mit der maximalen durch Methylenblau erreichbaren 
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Oxydationsgesch windigkeit (Abb. 5), so ist sie 130/210 = 0,62, d.h. in 
molekularem Sauerstoff von dem Druck 1 Atm. hat man 62°, der 
maximal durch Methylenblau erreichbaren Oxydationsgeschwindigkeit. 

DaB es nicht die Spuren Methamoglobin in den Ferment-Coferment- 
lésungen sind, die hier den Sauerstoff iibertragen, folgt unter anderem 
aus der Nichthemmung der Oxydation durch Kohlenoxyd oder Blau- 


saure. Wir fanden bei 38°: 





I ll Ill 
Hauptraum..... leem Fermentlisung 
leem Cofermentlisung 
0,2 cem 0.3 mol. ebenso ebenso 
{exose-Mono- 
Phosphorsaure (neutral) 
- + 0,06 cem n 10 HON 
Gasraum...... Luft 20 Vol.-8/9 Os Luft 
80 Vol.-°/5 CO 
emm Op» absorbiert emm Op, absorbiert emm Og, absorbiert 
60 Min. | 37 38 42 


Es kommt hinzu, daf gewéhnliches Methamoglobin nicht imstande 


ist, Sauerstoff katalytisch zu tbertragen (sondern nur durch Phenyl- 


hydroxylamin erzeugtes Methamoglobin), 


schlieBlich, 


dab 


von dem 


wirksamen Methamoglobin relativ grobe Konzentrationen notig sind, 
um merkliche Sauerstoffabsorptionen zu erzeugen. 


2. Methylenblau als Oxydationsmittel, 


Eine Ferment-Coferment-Hexose-Mono-Phosphorsaurelésung wurde 


mit 10 Vol.-° 
blau_ geschiittelt. 


» Sauerstoff nach Zusatz verschiedener Mengen Methylen- 


Die Ferment-Cofermentlésungen waren dieselben 


wie in dem Versuch Abschnitt 1. Wir fanden bei 38° (Einsatz Kalilauge) : 





Il] IV \ 
Hauptraum 1,0 cem 
Fermentlisung | 
2,0 eem 
Coferment- | 
ljsung ebenso ebenso ebenso ebenso | 


|, 0,2ecm 0,3 mol. 
Hexose- Mono- 


| Phosphors&ure 
(neutral) 
Gasraum » ‘aaa ebenso ebenso ebenso ebenso 
Birne | -- 0,02 mg 0.1 mg 0,5 mg 2.5 mg 
Methylenblau = Methylenblau Methylenblau Methylenblau 
| 
' emm Og emm Op» emm Op» emm Og emm Op» 
absorbiert absorbiert absorbiert absorbiert absorbiert 
Nach Ein- 
kippen des 
Methylen- 
blaus 
30 Min. 20 27 44 83 114 
60, 39 53 84 153 210 
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Der Versuch ist in Abb. 5 graphisch dargestellt. Bemerkenswert 
ist die geringe Wirkung kleiner Methylenblaukonzentrationen. 0,02 mg 
2 Methylenblau pro GefaB bewirkt 
einen Zuwachs an Oxydations- 





geschwindigkeit von nur 14 c¢mm 
Sauerstoff pro Stunde, das ist 


S 


rund 10°, des maximal durch 
Methylenblau— erreichbaren Zu- 
wachses. Bei der gleichen kleinen 
f | | | | | | | | Methylenblaukonzentration in cy- 
tolysiertem Blut (vgl. den Versuch 

Kapitel IT) betrug die Oxydations- 
GUUUVER EU UA geschwindigkeit 45°,, des maximal 
mg Methylentlau/Gefab durch Methylenblau  erreichbaren 

Abb. 5. Wertes. Wir werden auf diesen 

Methylenblau als Oxydationsmittel. wichtigen Unterschied in einem 


Oxydationsgeschwindigkeit als Funktion e ‘ " 
der Methylenblaukonzentration. spateren Abschnitt zurickkommen. 


Sw 
S 


sss 


</ 


comm Oo / Stunde absorbier! 











3. Methdmoglobin als Oxydationsmittel. 
Reine, durch Waschen mit Wasser von Ferment befreite Pferde- 
oxyhamoglobinkristalle wurden in m/20 neutralem Phosphat gelést. 
Die Sauerstoffkapazitat betrug 173cmm O, pro Kubikzentimeter 


Lésung. Durch Zusatz von Phenylhydroxylamin wurden 84°, des 
Hamoglobins in Methamoglobin verwandelt. Wir fanden bei 38° (Gas- 
raum Luft, Einsatz Kalilauge): 


2 cem der braunen Methaimoglobinlésung, 
] » Fermentlésung, 
l .. Cofermentlésung, 
0.2. ., 0.3 mol. Hexose-Mono-Phosphorsiure (neutral), 
Kubikmillimeter O, verbraucht. 
Nach 60 Minuten: 163 emm. 

Rechnen wir den z¢-Wert aus, indem wir die Normalkapazitat 
an QO, pro GefaB durch den Stundenwert der Atmung dividieren, so 
erhalten wir 

346 21 
t= 7, = 31, 
163 ; 
das ist ein r-Wert, wie man ihn fiir die Atmung intakter Phenyl- 
hydroxylamin-Blutzellen findet. 


Kapitel V. 
Endprodukte der Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsiure in Ferment- 
Cofermentlésungen. 
Um die Entwicklung von Bakterien zu verhindern, setzen wir 
den Ferment-Cofermentlésungen bei langdauernden Versuchen Octy!l- 
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alkohol zu. Die Wirkung der Lésungen wird durch dieses Antisepticum 
nicht gehemmt. 
1. Endwert der Sauerstoffabsorption. 
In dem folgenden Versuch wurde eine Ferment-Coferment-Hexose- 
Mono-Phosphorsaurelésung mit Sauerstoff unter Zusatz von Methylen- 


blau 27 Stunden bei 38° geschiittelt. Wir fanden (Einsatz Kalilauge): 





1 cem 
Fermentlésung 
1 ecm 
Cofermentlisung 
0,05 ecm 
Octylalkohol 


Hamptremm . .. sc sees 


0.5 mg 
Methylenblau, 
gelist in 0,2 cem 
Wasser 


ee ee ee ee oe 


emm Op, absorbiert 


Nach Einkippen des 
Methylenblaus 


a 6 
180 , iain a es 10 
385, a re ere 13 
a ee as es 15 

1205 , eg) SE eee 23 
1430 , Sicilia area Na 25 
ee 27 


Gesamtphosphor im Gefab 
bei ¢ 
In der Fermentlésung 





» x Cofermentlésung 0,76 , 
‘ Hexose-Mono-Saure 
Anorganischer Phosphor 
im GefaB 
bei to = aw «+ 0.28 meg 
» t = 1645 Min. 0,70 


Zunahme des anorgani- 
schen Phosphors im Gefab 
in 1645 Min. 


042 mg 


II 
l ecm 
Fermentlisung 
lcem 


Cofermentlisung 
0,05 cem 
Octylalkohol 


+ 0,2 cem 0,3 mol. 

Hexose-Mono- 

Phosphorsaure 
(reutral) 


| ebenso 


emm Og absorbiert 


122 
312 
560 
740 
1040 
1130 
1150 


0,05 mg 
OM . 
1,89 , 


0,30 mg 
0,76 , 


0,46 me 


Ill 
1 ccm 
Fermentlisung 
l ecem 
Cofermentlésung 
(diese 15 Min. auf 
60° erhitzt) 
0,05 cem 
Octylalkohol 
+ 0,2cem 0,3 mol 
Hexose-Mono- 
Phosphorséure 
(neutral) 


ebenso 


emm Og, absorbiert 


118 
282 
518 
710 
1020 
1080 
1130 


0,05 mg 
0.78 , 
1,89 , 


0,23 mg 
0,538 . 


030 me 


Der Gang der Sauerstoffabsorption in den GefaiBen I und IT ist 


in Abb. 6 graphisch dargestellt. 


Wie man sieht, ist die Sauerstoff- 


Dann war die Lésung 


absorption nach 1600 Minuten fast beendet. 
frei von Hexose-Mono-Phosphorsiure, und auch die manometrische 
Priifung auf girfaihigen Zucker (vgl. Kapitel 1, Abschnitt 3) fiel negativ 
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aus. Der Endwert an verbrauchtem Sauerstoff war 0,051 Mole, wahrend 
0,061 Mole Zucker-Phosphorsaéure, berechnet aus dem Phosphorgehalt, 
zugesetzt waren. Wahrscheinlich wird pro Mol Hexose-Mono-Phosphor- 
siure 1 Mol Sauerstoff verbraucht?. Daf der gefundene Sauerstoff- 
verbrauch kleiner als 1 Mol ist, riihrt dann von einer Verunreinigung 
unseres Praparats mit nicht angreifbaren Zucker-Phosphorsduren her 
(Hexose- Di-Phosphorsaure, Trehalose-Phosphorsaure). 


7277 
(4 


10 





7700 
7000 
I00 


s 


Cc 


cmin 0. absorbiert 





+ + 
| 


\fermentloferment ohne Herose- Monaphosphors , GefaB] 
QO 100 200 500 YOO $00 600 100 $00 900 1000 1100 700 19001900 1500 400 
Minuten 


Abb. 6. 


Zeitlicher Verlauf der Hexose-Mono-Phosphorsdéure-Oxydation in Ferment-Cofermentlisungen. 
Oxydationsmittel Methylenblau. 38°. Gasraum Sauerstoff. 











2. Bestimmung der freien und gebundenen Phosphorsdure. 


Der im vorigen Abschnitt mitgeteilte 27-Stunden-Versuch wurde 
mit Bestimmungen der Gesamt-Phosphorséure und der anorganischen 
Phosphorséiure verbunden. Aus den am SchluB des Protokolls (vgl. den 
vorhergehenden Abschnitt 1) verzeichneten Phosphorwerten folgt, daB 
wahrend der Oxydation die freie Phosphorsiure zunimmt. Diese Phos- 
phorsiure stammt jedoch nicht aus Hexose-Mono-Phosphorsaure, 
sondern aus dem organischen Phosphor der Cofermentlésung. Denn 
die Zunahme an freier Phosphorsdure ist ohne Hexose-Mono-Phosphor- 
siiure (GefiB I) und mit Hexose-Mono-Phosphorséure (GefaB IT) gleich. 

Ist die Cofermentlésung reich an Hexose-Mono-Phosphatase 
(Bestimmung nach Kapitel I, Abschnitt 4), so kommt es vor, dab 
wahrend der Oxydation Phosphorséure auch aus Hexose-Mono-Phosphor- ‘ 
siure abgespalten wird. Dann ist der Endwert an verbrauchtem Sauer- 
stoff kleiner, und man findet in den Endiésungen girfahigen Zucker. 
Um derartige Verluste an Hexose-Mono-Phosphorsaéure durch phos- 
phatatische Spaltung zu vermeiden, ist es zweckmaBig, bei Bilanz- 
versuchen die Cofermentlésung vorher 15 Minuten auf 60° zu erhitzen. 


Ora ae eam 


1 In Lésungen reiner Hexose-Mono-Phosphorséure wird nach neueren 
Versuchen pro Atom P 1,5 Mol O, verbraucht. 
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Dabei wird die Hexose-Mono-Phosphatase zerstért, aber das Co- 
ferment der Oxydation bleibt erhalten (vgl. GefaB IIT im Versuch 
des vorigen Abschnitts). 


3. Respiratorischer Quotient. 


Sowohl wenn das Oxydationsmittel molekularer Sauerstoff, als 
auch, wenn es Methylenblau ist, entsteht bei der Oxydation der 
Hexose - Mono- Phosphorsiéure in den Ferment - Cofermentlésungen 
Kohlensaure. 


Oxydationsmittel Methylenblau. leem Fermentlésung, 1 ccm 
Cofermentlésung und 0,2cem 0,35 mol. Hexose-Mono-Phosphorsaure 
(neutral) wurden in den Hauptraum von drei kegelférmigen GefaiBen 
eingefiillt. Die Birnen enthielten 0,5 mg Methylenblau, gelést in 
0,2cem Wasser. In den Einsatz des ersten GefaiBes wurde Kalli- 
lauge gegeben, die Einsaitze der beiden anderen GefaiBe  blieben 
leer. Wir fanden (38°, Gasraum Luft) 210 Minuten nach Einkippen 
des Methvlenblaus: 


Sauerstoff abeoritiert. . ....+ss-sess «eso. » SSl Comm 
Kohlensaiure in den Gasraum entwickelt . . . . . . . 202) ,, 
Zunahme der chemisch gebundenen Kohlensaéure in der 
RE cg SO Be SO ew ee ew ee oe 
CO, 202 + 208 


Respiratorischer Quotient —- = ——_~ = 0.75. 

0, 551 

Dasselbe Verhaltnis fiir CO,/O, haben wir bei der Wirkung des 

Methylenblaus oder des Methimoglobins in roten intakten zucker- 
haltigen Blutzellen gefunden. 


Oxydationsmittel molekularer Sauerstoff (lcecm Fermentlésung, 
1 cem Cofermentlésung, 0,2 ccm 0,3 mol. Hexose-Mono-Phosphorsaure, 
0,05 cem Octylalkohol). Wir fanden bei 38° (Gasraum 100 Vol.-°, 
Sauerstoff) ohne Methylenblau: 


Sauerstoff, nach 1700 Minuten absorbiert . . > o See Ca 
Kohlensaéure, nach 1700 Minuten an den Gasraum ab- 
Cs, his do ek 1a. on ha OA a 
Zunahme der chemisch gebundenen Kohlenséure in 
ee ee Se aa ee ee |) Seen 
iii alin Walt CO, 362+ 115 | 
espiratorischer Quotient: — = = 0,66. 
I Oz 727 


4. Bildung von Acetaldehyd. 


Bei langeren manometrischen Oxydationsversuchen mit Hexose- 
Mono-Phosphorsiure in Ferment-Cofermentlésungen firbt sich die 
Kalilauge in den Einsiétzen gelb. Die Gelbfarbung riihrt von Acet- 
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aldehyd her, der sich bei der Oxydation bildet und aus dem Hauptraum 
in die Einsatze tberdestilliert. 

Ist das Oxydationsmittel molekularer Sauerstoff, so kann man den 
Acetaldehyd in den Reaktionslésungen mit Nitroprussidnatrium- 
Piperidin (Blaufarbung) nach C. Newberg! nachweisen. Ist das Oxy- 
dationsmittel Methylenblau, so fiillen wir zum Nachweis und zur Be- 
stimmung des Acetaldehyds die Ferment-Cofermentlésung mit Hexose- 
Mono-Phosphorsaure und Methylenblau in ein Reagenzglas und leiten 
bei 38° Luft durch die Lésung. Die bei 38° mit Wasserdampf gesittigte 
Luft (Geschwindigkeit des Luftstromes etwa ‘10 Liter pro Stunde) 
beladt sich in der Lésung mit Acetaldehyddampf und gibt den Aldehyd 
in einem nachgeschalteten Reagenzglas, das l0ccm _ eisgekiihlte 
m/10 NaHSO,-Lésung enthalt, wieder ab. Der Aldehyd wird nach 
Clausen titriert, indem man zunachst das freie Bisulfit mit Jod beseitigt, 
dann Bicarbonat zusetzt und das an Aldehyd gebundene Bisulfit mit 
n/100 Jod titriert. Wir fanden bei einem Versuch, in dem Aldehyd- 
bildung und Sauerstoffverbrauch in Teilen derselben Ferment-Co- 
fermentlésung bestimmt wurden: 

4 ecm Fermentlésung 

4 » Cofermentl sung 

0.8 . 0,3 molare Hexose-Mono- 
Phosphorsaure (neutral) 


2mg Methylenblau 
Gasraum Luft. 38°. 


Sauerstoff in 3 Std. verbraucht: Acetaldehyd in 3 Std. gebildet : 
1600 emm = 7,1. 10~* Millimole aquivalent 3,4cem n/100 Jod 
= 1,7.10-? Millimole. 


Die Mengen an Acetaldehyd, die sich bei der Reaktion bilden, 
sind also betrichtlich. Hinzugefiigt sei, da Acetaldehyd in den 
Ferment-Cofermentlésungen nicht oxydiert wird, weder durch mole- 
kularen Sauerstoff, noch durch Methylenblau. 


Brenztraubensdure haben wir unter den Endprodukten der Oxydation 
nicht gefunden. Weder die Ferment- noch die Cofermentlésungen ent - 
halten Carboxylase, so dali die Quelle des Acetaldehyds hier nicht Brenz- 
traubensiure sein kann. Wir bemerken, daS man bei der Methaimoglobin 
atmung und der Methylenblauatmung in intakten roten Blutzellen als 
Endpunkt der Oxydation immer Brenztraubensaure findet, niemals aber 
bei Versuchen mit cytolysierten roten Blutzellen. Da mit der Cytolvse 
die glykolytische Wirksamkeit der roten Blutzellen verschwindet, so glauben 
wir, daB die Quelle der Brenztraubensiéure bei den Versuchen mit intakten 
Blutzellen glykolytisch gebildete Milchsaiure oder ihre Vorstufe ist. 


1 C. Neuberg u. M. Kobel in C. Oppenheimer, Die Methodik der Fermente, 
8.1170. Leipzig 1929. 
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Die bisher vorliegenden Tatsachen — Endwert an verbrauchtem 
Sauerstoff, respiratorischer Quotient und Acetaldehydbildung — 
reichen nicht aus, um eine Reaktionsgleichung fiir die Oxydation der 
Hexose-Mono-Phosphorséure aufzustellen. Hierfiir wire es vor allem 
notwendig, zu wissen, in welcher Form der organische Phosphor nach 
vollstandiger Oxydation der Hexose-Mono-Phosphorsiure  vorliegt. 


Anmerkung I. 
Verschiedene Reaktionswege des Methylenblaus. 

In den Ferment-Cofermentlésungen wirkt Methylenblau insofern 
direkt, als der Reaktionsweg nicht tiber Himoglobin geht. Die Lésungen 
sind fast frei von Hamoglobin, die Methylenblauwirkung wird durch 
Kohlenoxyd nicht gehemmt. 

In intakten oder cytolysierten roten Blutzellen wirkt Methylenblau 
uber Hamoglobin, indem Methylenblau das Hamoglobin, das hierbei 
entstehende Methamoglobin Kohlenhydrat oxydiert. Dieser Reaktions- 
weg wird durch Kohlenoxyd gehemmt. 


Es gibt also zwei Reaktionswege des Methylenblaus 


I 


Methvlenblau + Hamoglobin —» Methamoglobin shttdiantn: Wess -Mens- 


Methylenblau = SE a Phosphorsiiure 


II 
und wir glauben, indem wir eine friher gediuBerte Ansicht! andern, 
daB beide Wege bei der Methylenblauwirkung in roten Blutzellen 
begangen werden. Ob der eine oder andere Weg iiberwiegt, hingt von 
der Konzentration des Methylenblaus ab. 


Setzt man wenig Methylenblau zu viel Blut, so wird das Methylen- 
blau von dem Hamoglobin gebunden, und man hat nur den Weg I, 
der durch Kohlenoxyd gehemmt wird. Mit steigenden Zusiitzen an 
Methylenblau wird die Konzentration an freiem Methylenblau merklich, 
und die Bedingungen fiir den Weg II, der nicht durch Kohlenoxyd 
gehemmt wird, sind gegeben. In der Tat findet man, daB die Methylenblau- 
wirkung in roten Blutzellen? oder in cytolysiertem Blut? nur bei 
kleinen Konzentrationen an Methylenblau erheblich durch Kohlenoxyd 
gehemmt wird. 


Offenbar ist der Weg I der schnellere. Kleine Konzentrationen 
an Methylenblau (0,02 mg: 2 ccm) erzeugen in cytolysiertem Blut 


' O. Warburg. F. Kubowitzu. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
* Vgl. Kapitel IT, Abschnitt 2 dieser Arbeit. 
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groBbe Ausschlage, in dem in Kapitel Il mitgeteilten Versuch 45°, des 
in maximo durch Methylenblau erreichbaren Ausschlags. Dieselbe 
Konzentration an Methylenblau bewirkt in der Ferment-Coferment- 
losung (vgl. Abb. 5) einen Ausschlag, der nur 8°4 des maximalen durch 
Methylenblau erreichbaren Ausschlags ist. 


Anmerkung II. 
Uberaktivicrung der Hexose-Mono-Phosphorsdure. 

In den Ferment-Cofermentlésungen wirkt der molekulare Sauer- 
stoff insofern direkt, als der Reaktionsweg nicht iiber Methimo- 
globin geht. Die Lésungen sind fast frei von Methimoglobin, 
die Oxydation wird weder durch Kohlenoxyd, noch durch Blau- 
siure gehemmt. 

In intakten roten Blutzellen wirkt der molekulare Sauerstoff 
nur indirekt. Die minimale Atmung, die man hier findet, wird durch 
Blausaéure vollstandig gehemmt. 

In cytolysiertem Blut wirkt der molekulare Sauerstoff weder direkt 
noch indirekt. Auch nach Zusatz von Hexose-Mono-Phosphorsdéure ver- 
braucht die rote stromafreie Fliissigkeit nicht wesentlich Sauerstoff, ob 
wohl sie Ferment und Coferment enthalt (die aus der roten Flissigkeit 
gewonnen werden) und obwohl sie Hexose-Mono-Phosphorséure akti- 
viert (die in der Flissigkeit durch Methylenblau oder Methaimo- 
globin oxydiert wird). 


Hexose-Mono-Phosphorséure wird also durch Ferment und Co- 
ferment unter verschiedenen Milieu-Bedingungen in verschiedenem 
MaBe aktiviert. In dem fliissigen Zellinhalt geht die Aktivierung 
nur soweit, daB Methylenblau oder Methamoglobin das Aktivierungs- 
produkt angreifen. In den aus Ferment und Coferment kiinstlich 
wieder zusammengesetzten Lésungen geht die Aktivierung tiber das 
physiologische MaB soweit hinaus, daB auch molekularer Sauerstoff 
das Aktivierungsprodukt angreift. 


Die Tatsache, daB aktivierende Fermente, wenn man sie von der 
Zellsubstanz trennt, starker aktivierend wirken k6nnen als in der 
Zellsubstanz, erklart eine bisher unverstindliche Erscheinung. Lebedew- 
Saft aus Backerhefe atmet, er verbraucht Sauerstoff und bildet Kohlen- 
siiure, wie die lebende Hefezelle. Wahrend aber die Atmung der Zellen, 
aus denen der Saft stammt, durch Kohlenoxyd oder Blausiure voll- 
stindig gehemmt wird, ist die Atmung im Saft kohlenoxyd- und blau- 
siureunempfindlich. In den Zellen wird der Sauerstoff durch das 
Fermenthamin iibertragen, in dem Saft reagiert der molekulare Sauer- 
stoff nicht iiber das Fermenthimin. Die lebende Hefezelle entspricht 


eg ear he Se 











EEE ce 


Aktivierung der Robinsonschen Hexose-Mono-Phosphorsiure usw. 227 


den methaémoglobinhaltigen Blutzellen, in denen das Methaimoglobin 
den Sauerstoff tibertrigt und in denen die Sauerstoffabsorption aufhért, 
wenn man das sauerstoffiibertragende Eisen an Kohlenoxyd bindet. Der 
Lebedew-Saft entspricht der Ferment-Cofermentlésung, in der der 
molekulare Sauerstoff ohne Vermittlung des Methimoglobins reagiert. 
Wenn man es auch nur im Falle der Blutzellen beweisen kann, so wird 
man bei der vollstiéndigen Ubereinstimmung der Erscheinungen doch 
annehmen, daB in beiden Fallen Uberaktivierung des Substrats in den 
Saften die Ursache fiir das verschiedene Verhalten der Zellen und der 
Safte ist. 


15* 





Uber ‘Ablagerung 
von Calciumverbindungen in multiplen Impfsarkomen. 


Von 
Lieselotte Kluge. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Konigsberg i. Pr.) 
(Eingegangen am 10. September 1931.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die von Eichholtz' beschriebene Tatsache, da8 der Calciumgehalt 
multipler Impfsarkome mit einem Fehler von | bis 2°{, konstant ist, 
bot die willkommene Moéglichkeit, das Schicksal von Calciumverbin- 
dungen im Organismus exakt zu verfolgen. Nach der iiblichen Ansicht 
wirken alle Calciumverbindungen dadurch, da rasch ionisiertes Caleium 
abgespalten wird, daB sie demnach in Verbindungen des Typs 
Ca (HCQ,), iibergehen und in dieser Form im Blut kreisen. Eine solche 
Ansicht beriicksichtigt weder die zuerst von Hichholtz und Starling?, 
spiter von Brull® und Scholtz* nachgewiesene Anwesenheit eines 
kolloiden Calciumpbosphats, noch die der biologischen Metallkomplex- 
bildner (Hichholiz®). die wie gegen Schwermetalle auch gegen das 
Calcium eine spezifische Affinitat besitzen kénnen. Das gilt besonders 
auch fir die Zuckerphosphorséuren, aus deren Calciumsalzen, wie 
Neuberg® vor Jahren gefunden hat, das Calciumphosphat sich in einer 
charakteristischen kolloiden Form abscheidet. Wenn die eingefiihrten 
Caleiumverbindungen tatsaéchlich in Form des Typs Ca(HCQ,), vor- 
handen waren, so miBte die Anflutung und Abflutung der verschiedenen 


! F. Bichholtz, diese Zeitschr. 235, 170. 1931. 

F. Bichholtz u. E. H. Starling, Proc. Roy. Soc. (B) 98, 93, 1925. 

L. Brull, Arch. intern. de Physiol. 32, Teil 2, 8S. 138, 1930. 

H.G. Scholtz, diese Zeitschr. 231, 135, 1931. 

F. Eichholtz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 148, 369, 1930. 

C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 88, 432, 1918; 82. 391. 
1917; 181. 163, 1922; 143. 190, 1923: 187, 486, 1927. 


on - 4S we 





rb AIR go, 











L. Kluge: Ablagerung von Caleciumverbindungen in Impfsarkomen. 229 


Calciumverbindungen im Tumor ungefahr den gleichen Verlauf nehmen. 
Die folgenden Untersuchungen werden nachweisen, da das nicht der 
Fall ist, daB vielmehr das Schicksal der untersuchten Verbindungen 
vollig verschieden ist. 

Da aber die Aufnahme des Calciums in der Tumorzelle von der 
Natur des organischen Bestandteils abhangt, so wird man andererseits 
erwarten kénnen, daB das Schicksal des Calciums als Indikator dienen 
kann fir die Affinitat derartiger organischer Verbindungen zum Tumor- 
gewebe. Diese Frage ist fiir den Fall der Brenzkatechindisulfosiure 
von besonderer Bedeutung, da diese Verbindung, wie Hecht und Eich- 
holtz' nachgewiesen haben, im Tumorschnitt zu einer spezifischen 
Hemmung der Tumorglykolyse fiihrt, dagegen im chemotherapeutischen 
Versuch am ganzen Tier ohne Einflu8 ist. Und zwar ist die Brenz- 
katechindisulfosiure unter denjenigen Verbindungen, welche die durch 
Eingreifen einer Kupferkatalyse bedingte Bildung von Milchsaure 
in der Tumorzelle beeinflussen, durch besondere Wirksamkeit aus- 
gezeichnet. Damit war eine Entscheidung méglich, ob man das Versagen 
der Brenzkatechindisulfosiure im Tumortier dahin deuten darf, dab 
die spezifische Verainderung des Milchsdurestoffwechsels in der Tumor- 
zelle unabhangig von der Malignitiét verliuft. So begegnen sich in den 
nachfolgenden Untersuchungen zwei Probleme verschiedenster Natur. 

Die Frage der Resorption von Calciumsalzen ist bisher chemisch nur 
durch Verfolgung des Blutcalciums oder durch Bestimmung der Calcium - 
bilanz verfolgt worden. Uber das Verhalten des Blutcalciums nach Behand- 
lung der Tiere mit Calciumchlorid liegen besonders die klassischen Unter- 
suchungen von Heubner und Rona? vor. Fiir das gluconsaure Calcium hat 
Rothlin® in sehr eingehenden Untersuchungen den Beweis erbracht, daB nach 
subkutaner Injektion, auf gleiche Dosen Calcium berechnet, der Anstieg des 
Blutealeiums nach Calciumchlorid 28,33 %, nach Calciumgluconat 46,96 ° 
betrigt und daB bei planimetrischer Betrachtung der nach 7 bis 8 Stunden 
ablaufenden Calciumkurven das gluconsaure Calcium sogar dreimal starker 
im Blut gespeichert wird. Dabei wird die stillsechweigende Annahme ge- 
macht, daB das im Blut bestimmte Calcium bei beiden Verbindungen in 
der gleichen Form vorhanden ist und da8 demnach die Blutcalciumwerte 
unmittelbar vergleichbar sind. Fiir das brenzkatechindisulfosaure Calcium 
(Selvadin) scheinen ahnliche Verhaltnisse vorzuliegen. 


Methode. 
In Erweiterung der von Hichholtz* angegebenen Methode wurden bei 
dem gleichen Versuchstier (Gewicht von 200 bis 300g) bis zu sieben Sarkome 
geimpft, die im angemeimen in 10 bis 18 Tagen gleichmaBig heranwuchsen, 


' Hecht u. F. Richholtz, diese Zeitschr. 206, 282, 1929. 

2 Heubner u. Rona, ebendaselbst 93, 187, 1919. 

3 BE. Rothlin, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 70, Heft 5/6, 1930. 
4 F. Kichholtz, diese Zeitschr. 235, 170, 1931. 
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so daB es moglich wurde, das Schicksal des Calciums im ‘Tumor von Stunde 
zu Stunde zu verfolgen. Daneben wurden Kontrollen mit Doppeltumoren 
angesetzt, bei denen der erste Tumor vor der Injektion, der zweite 1, 2, 3. 
4, 5 oder 6 Stunden nach der Injektion entfernt wurde. Dabei wurden 
die Tiere in ein Tierstativ gespannt unc. mit elektrischer Birne warm 
gehalten. Die Verarbeitung der exstirpierten Tumoren erfolgte nach der 
friiheren Methode. 

Von den untersuchten Calciumsalzen wurde eine Menge entsprechend 
0,054 g Ca pro Kilogramm subcutan injiziert, und zwar Calciumcblorid 
in Form der 3°,igen Lésung des kristallisierten Salzes, Calecium-Sandoz 
und Selvadin (I. G. Farben) in 10°,iger Lésung des kristallisierten Salzes. 


749 a Ls prokey suth Ergebnisse. 
ohne Narhose 

+} —~4.iglallyprong subh Wie seinerzeit nachgewiesen, besitzt die 
Al Markose rektale Avertinnarkose, die fiir die Technik der 
Ler yanatisel) Tumorexstirpation besonders empfehlenswert 
f \ | ist, innerhalb von 24 Stunden keinen EinfluB 
‘ auf den normalen Mineralgehalt der Tumoren. 
Demgegeniiber mag das Schicksal injizierter 
Calciumsalze sehr wohl durch eine Narkose 
lj La modifiziert werden, da durch die eintretenden 
i VV Kreislaufstérungen, vielleicht auch Verdande- 
= rungen des Blutchemismus, die An- und Ab- 
flutung des Calciums im Tumor beeinfluBt 
47N\T} werden kann. Ein Vergleich der Calcium- 
kurven mit und ohne Narkose (Abb. 1) bringt 
die Tatsache zum Ausdruck, daB infolge der 
Avertinwirkung sowohl die Anflutung im Tumor 
a oat verzégert ist, die erst nach der zweiten Stunde 
ane 1. nach Injektion einsetzt, daB aber auch die 
, Abebbung des kiinstlich erhéhten Calcium- 
gehalts sehr viel langsamer vor sich geht als beim Normaltier. Aus 
diesem Grunde wurde in den vorliegenden Versuchen auf die Avertin- 
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narkose verzichtet. 


Resorption von gluconsaurem und brenzkatechindisulfosaurem Calcium. 


Die dem Calciumchlorid (Abb. 2) entsprechenden Versuche mit 
organischen Calciumpraparaten werden durch die Abb. 3 und 4 wieder- 
gegeben. An diesen Abbildungen ist bemerkenswert, daB im Gegensatz 
zu den entsprechenden Blutcalciumwerten (Fothlin) bereits beim glucon- 
sauren Calcium sowohl die Steigerung des Calciumgehalts von Stunde 
zu Stunde, als auch die Gesamtcaleiumkurve bei planimetrischer 
Betrachtung gegeniiber Calciumchlorid deutlich vermindert ist. In 
noch viel stairkerem MaBe ist das bei brenzkatechin-disulfosaurem 
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Calcium der Fall, bei dem trotz _ [—Gs88glalcum Sandoz | 
Applikation gleicher Calciummengen ~40stele orohe 
kaum eine Steigerung im Tumor 


nachzuweisen ist. 
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Abb 


Steigerung des Calciumgehalts im Tumor in Milligramm pro 100g Trocken- 
substanz. 





Substanz 3 Std. 4 Std. 5$ 6 Std 


Ca Cl, + 6H, O 12,85 12,55 
20,50 19,50 

13,90 

21,25 

20,25 

Im Mittel 16,67 17,49 


Calcium - Sandoz 3,7 20,95 8,00 85 2.65 
21,25 


<0 


15,30 
Im Mittel ‘ 14.85 


Selvadin 
(I.-G.-Farben ) O85 


Im Mittel 
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Umgerechnet auf planimetrische Werte betrigt die Calcium- 
anflutung im Tumor 


fir Calciumchlorid +6H,O............ . 100% 
fiir gluconsaures Calcium... ....; . 764°, 
fiir brenzkatechindisulfosaures Calcium . jg ee. we ae on RS 


Daraus ergibt sich die Tatsache, daB die Aufnahme des Calciums 
im Tumor von der Natur seiner anorganischen oder organischen Bindung 
abhangig ist. 

Aus den Versuchen ergibt sich, daB das Calcium, das nach Injektion 
von organischen Calciumverbindungen im Blut auftritt, gréBtenteils in 
einer anderen Form vorhanden ist als das Calcium anorganischer Ver- 
bindungen. Die bisherige Ansicht, daB derartige Produkte durch friih- 
zeitiges Freiwerden von ionisiertem Calcium wirken, wird damit widerlegt. 
Da diese Verbindungen indessen andererseits pharmakologisch vollwertig 
sind und sich an bestimmter Stelle speichern, so ist mit Spezialindikationen 
der einzelnen modernen Calciumverbindungen zu rechnen. Damit wird 
gleichzeitig davor gewarnt, durch einen einzelnen pharmakologischen 


Versuch, wie etwa durch Bestimmung der Gegenwirkung zur Magnesium- 
narkose, iiber den pharmakologischen und therapeutischen Wert von 
Caleiumverbindungen zu entscheiden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Blutcalciumwerte nach Injektion von modernen Calzium- 
praparaten sind den entsprechenden Werten nach Injektion von an- 
organischem Calcium nicht vergleichbar. Das Calcium organischer 
Komplexverbindungen bleibt langere Zeit in dieser — pharmakologisch 
allerdings aktiven — Form im Blute erhalten. 

2. Durch Narkose wird eine Stérung im Gewebsaustausch des 
Calciums gesetzt. 

3. Die glykolysewirksame Brenzkatechindisulfosiure dringt in 
vivo, nicht in den Tumor ein. 
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Die Wirkung von Krebsextrakten und embryonalen Extrakten 
auf den Zellstoffwechsel. 


Von 
F. Pentimalli. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kénigl. Universitat 
Perugia. )! 


(Eingegangen am 11. September 1931.) 


I. 

Sind schon die Untersuchungen, die darauf aus sind, zu beweisen, 
daB es Substanzen gibt, die nicht zam normalen Aufbau des Organismus 
gehoren und die fahig sind, den zelluliren respiratorischen Stoffwechsel 
irgendwie zu beeinflussen (z. B. Methylenblau), wichtig, weil sie Finger- 
zeige geben kénnen fiir die Erforschung der in gleicher Weise wirksamen, 
aber unbekannten Substanzen im Organismus, sehr viel wichtiger 
jedenfalls sind die Untersuchungen, die die Frage klaren wollen, ob zum 
Organismus Substanzen gehéren, die genau bestimmbare Wirkung auf 
die energetischen zellularen Reaktionen haben. Entsprechende Versuche 
sind jedoch nur wenig und fragmentarisch angestellt, und sie haben nicht 
zum Ziele gefiihrt, hauptsichlich wegen der mit diesen Untersuchungen 
verbundenen Schwierigkeiten, vor allem in technischer Hinsicht. 

Soweit die Krebsforschung in Betracht kommt, wire es nach 
Watermann® méglich, die Glykolyse des Nierengewebes mittels Extrakten 
aus neoplastischem Gewebe zu erhéhen, welche Extrakte an und fiir 
sich keinerlei glykolytische Wirksamkeit haitten. Zu ahnlichen Resul- 
taten kommen Kraut und Bumm?, nach welchen die die Glykolyse 
beschleunigende Wirkung dem neoplastischen ebenso wie anderen 
Geweben zuzuschreiben ware, dem neoplastischen jedoch in viel starker 
ausgepragtem MaBe. Brooks und Jowett’ dagegen sind der Meinung, 
daB die anaerobe Glykolyse der Niere an sich schon zu Unregelmabigkeit 
neigt und daB die Wirkungen des Krebsextraktes auf die Glykolyse 
innerhalb der Versuchsfehlergrenzen liegen. Sie sprechen den Versuchen 
sowohl Watermanns wie auch Kraut und Bumms jeden Wert ab: bei 
ersterem kritisieren sie scharf die Versuchsmethoden, bei den letzteren 
den Umstand, daB die Glykolyse irrtiimlich aus den Differenzen der 


! Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Roxane De Luca 
Comitino-Stiftung (Neapel) ausgefiihrt. 

* Watermann, Arch. Néerl. de Physiol. 3, 573, 1924; Brit. Journ. 
of exper. Pathol. 6. 300, 1925. 

3 Kraut u. Bumm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 125, 1928. 
4 Brooks u. Jowett, Biochem. Journ. 22, 1413, 1928. 
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Manometerablesungen erschlossen sei bei Feststellung des Stoffwechsels 
des Gewebes in Ringerlésung mit oder ohne Glykolyse. Diese Be- 
anstandung ist jedoch nicht stichhaltig, da die alte Anordnung von 
Warburg, die Kraut und Bumm zur Messung der Glykolyse benutzten, 
unter anaeroben Bedingungen durchaus brauchbar ist. 

Auf anderem Gebiet, und zwar bei Untersuchungen tiber die Atmung 
der Erythrocyten der Saugetiere, fanden kiirzlich Michaelis und Salo- 
mon', daB wasserige Extrakte der verschiedenen Organe, vor allem 
der Leber, in den Erythrocyten einen starken Sauerstoffverbrauch 
hervorrufen, genau so wie das Methylenblau. Die Gewebsextrakte, 
in Ringerlésung (1: 10), wurden in einem Mengenverhaltnis von 2 zu 
2cem einer roten Blutkérperchenaufschwemmung in Ringerlésung 
zugesetzt, also in einer auBerordentlich starken Konzentration fiir die 
zu untersuchende Wirkung. Die Untersuchung selbst wurde mit der 
Manometermethode durchgefiihrt. Die Substanz der Extrakte, die eine 
solche respiratorische Wirkung zeigt, ist dem CO gegeniiber nicht empfind- 
lich und daher nicht identisch mit dem Warburgschen respiratorischen 
Enzym. Es wurde kein Versuch gemacht, die Endprodukte dieser 
Respiration sowie den _ respiratorischen Quotienten festzustellen, 
ebensowenig die Glykolyse. 

Diese Versuche von Michaelis und Salomon werfen in erster Linie 
die auBerordentlich wichtige Frage wieder auf, ob im Organismus 
uberhaupt Substanzen vorhanden sind, die auf den zellularen respira- 
torischen Stoffwechsel wirken. Infolge des engen Zusammenhangs 
zwischen dieser Frage und dem Entstehen des Krebses habe ich es 
fiir angezeigt gehalten, die mégliche Wirkung der Krebsextrakte auf den 
zellularen Stoffwechsel naher festzustellen. Dabei war ich bestrebt, 
Versuchsbedingungen zu schaffen, die méglichst zahlreiche Elemente 
fiir die Beurteilung lieferten und habe mich daher nicht nur auf die 
Messung des Sauerstoffverbrauchs oder der Glykolyse beschrankt, 
sondern bestimmte gleichzeitig auch die hauptsachlichen Stoffwechsel- 
quotienten. Wie unten naher ausgefiihrt, habe ich die Wirkung der 
Krebsextrakte auf den respiratorischen Stoffwechsel des normalen 
und des regenerierenden Muskelgewebes untersucht, in welchem, wie 
friihere Versuche mir gezeigt haben?, sich ein erhéhter glykolytischer 
Stoffwechsel nachweisen ]iBt. Dabei wurde als Medium Blutserum 
und nicht Ringer verwendet, um die Bedingungen den normalen physio- 
logischen méglichst anzunahern. AuBer mit Krebsextrakten habe ich 
auch mit Embryonalextrakten experimentiert, um die Wirkung von 
Extrakten aus Geweben mit ungeordneter Entwicklung solchen mit 
geordneter Entwicklung gegeniiberzustellen. 


1 Michaelis u. Salomon, Journ. of general Physiol. 18, 683. 1930. 
* Pentimalli, Zeitschr. f. Krebsforschung 25, 347, 1927. 
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Il. Material und Methode. 


Alle Versuche wurden mit Material von einer einzigen Tierart, dem 
Huhn, durechgefiihrt, von dem man leicht embryonales und Krebsmaterial 
fiir die Extraktbereitung erhalten kann, ebenso eine Lamelle muskularen 
(rewebes, das sich besonders zur Untersuchung des respiratorischen Stoff 
wechsels mit der Manometermethode eignet. In der Tat haben die folgenden 
Versuche, ebenso wie schon die friiheren, gezeigt, daB die Abdominalwand 
10 bis l5tagiger ausgeschliipfter Hiihnchen sehr brauchbares muskulires 
Material liefert. An den seitlichen Teilen der Bauchwand finden sich diese 
Muskeln in doppelter Lage, die sich leicht in sehr diinne Muskellamellen 
zerlegen lassen, die fiir quantitative Messungen insofern gut geeignet sind, 
als ihre Dicke sich in den geforderten Grenzen halt. Nach der Priparierung, 
die sehr vorsichtig gemacht werden muB, um Schidigungen und die damit 
verbundene betrachtliche Milchséiureausscheidung zu verhindern, kommt 
das Gewebe in Hiihnerblutserum, das auf K6rpertemperatur erwirmt 
und mit dem im Versuch verwendeten Gasgemisch gesittigt wird. In den 
Versuchen mit regenerierendem Muskelgewebe wurde der Muskel, nach 
vorherigem Einschnitt in die Haut, mittels Thermokauter verletzt und dann 
die Lappen der kleinen Hautwunde durch Collodium verschlossen. In ver- 
schiedenen Zeitabstanden nach Schadigung des Gewebes wurden die 
Muskeln fiir die Versuche prapariert. 

Die verwendeten Extrakte stammten entweder vom iibertragbaren 
und filtrierbaren Hiihnersarkom oder von sechstigigen Hiihnerembryonen 
und waren mit zur H&lfte mit destilliertem Wasser verdiinnter Ringer- 
lésung im Verhaltnis von 2:10 hergestellt; gut zentrifugiert, setzten sich 
die suspendierten Zellelemente leicht ab. Gewéhnlich wurden die Extrakte 
frisch verwendet, nur in einigen Versuchen, die jedesmal eigens vermerkt 
sind, nach einstiindigem Verweilen im Wasserbad bei 56°. 

Jeder Versuch ging in der Weise vor sich, daB zuerst die Quotienten 
des Gewebsstoffwechsels bestimmt wurden: waren die Messungen be- 
endigt, so wurden die GefaBe geéffnet, die erforderlichen Extraktmengen 
zugegeben und, nach dem <Abwarten der zur Wiederherstellung des 
Ausgleichs nétigen Zeit, wieder die Bestimmung des Quotienten vor- 
genommen. Die Extraktmengen betrugen in allen Fallen 0,15 pro Vp" 
und von 0,05 pro Vy? Serum; eine derartige Konzentration des Extrakts 
in der Fliissigkeit andert die px nicht, auch kaum die Salze. die im Serum 
in 0,15 molarer Konzentration enthalten sind. Es kann also die durch Hinzu- 
fiigen derart kleiner, in der oben beschriebenen Weise hergestellten Extrakt - 
mengen bedingte Verschiebung vernachlassigt werden. Werden wie bei 
einigen Autoren groBere Mengen beigesetzt, so glaube ich nicht an zu- 
verlissige Resultate, weil die chemischen und chemisch-physikalischen 
Veranderungen in der Umgebung des Gewebes zu gro8 sind. 

Die Messung des Stoffwechsels geschah manometrisch, und zwar 
habe ich die von O. Warburg und seinen Mitarbeitern beschriebenen mano- 
metrischen Methoden zur Messung des Sauerstoffverbrauchs, der Kohlen- 
siurebildung und der Milchséurebildung von iiberlebenden Warmbliiter- 
geweben im Serum angewandt. Die technischen Einzelheiten sind hier als 
bekannt vorausgesetzt; zu beachten ist folgendes: 

1. Zur Messung des Stoffwechsels dienten zwei GefiBe unter aeroben 
Bedingungen und ein Gefai® unter anaeroben Bedingungen. In die beiden 
GefaiBe des Paares wurden je 6 und 2 ccm Serum gefiillt und ein méglichst 
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gleiches Stick Gewebe. Zur Berechnung waren die beobachteten Aus- 
schlage zunachst auf gleiche Gewichte umzurechnen. 
2. In den anaeroben Versuchen wurden die Gasmischungen iiber 
gliihendem Kupfer vom Sauerstoff befreit. 
3. Die mittlere Retention (4) des CO, in Serum ist berechnet nach 
Warburgs Formel m—hkeo, 
uF 
und pro Millimeter Druckzunahme, zwischen py und py + Ap nach den 
Quotienten Hes Ae 
| —— und re ‘ 
Apt Ap M 
(a2) lu(e@9 ~ Ae) + eg Ae 
Api 8[1—(@9 + Ae) ) 
(aw tg. Ae 


Au 


wobei 


4 p/M 


keo, 
8[l — (¢9 + Ag)] 7 =a (vo + Ae) 


Das Ergebnis meiner Messungen driicke ich durch Quotienten aus, 
an deren Bedeutung hier erinnert sei. Es ist 
_ Verbrauchter Sauerstoff in Kubikmillimetern 
Qo, a mg Gewebe (Trockengewicht) . Stunden 
Gebildete Saure (Kohlenséure + Milchsaure) in Kubikmillimetern 
mg Gewebe . Stunden 


Qs = 


Qs In Sauerstoff gebildete Milchséure in Kubikmillimetern 
x mg Gewebe . Stunden 
In Stickstoff gebildete Milchséure in Kubikmillimetern 


mg Gewebe . Stunden 


Qi 


Anaerobe Garung — aerobe Garung 


M .Q (Meyerhofs Quotient). 


Atmung 


Die Wirkung der Extrakte wurde durch einen Quotienten ausgedriickt, 
wo im Nenner die Differenz zwischen den Werten des normalen Stoffwechsels 
und des unter Extrakteinwirkung stehenden eingesetzt war, im Zahler der 
Wert des normalen Stoffwechsels. 

Fiir die Respiration gilt: 

(Von cg (Vo, le 
f 7} 
(VYoa)n 


und analog fiir Qs und fiir Q}- 


- 100 


Wenn in dieser Formel (Qo0,)n groBer als (Qo,)e ist, dann haben wir 
es mit einer Beschleunigung zu tun, wenn kleiner, dann mit einer Hemmung. 
Die ganze Formel bezeichnet dann prozentual die beschleunigende oder 
hemmende Wirkung durch die Extrakte. 


Ill. Versuche mit normalem Muskelgewebe. 
Aus den Tabellen I und If geht folgendes hervor: 


Infolge der Wirkung des Krebsextraktes erscheint die Respiration 
des normalen Muskelgewebes leicht erhéht, insofern als der Muskel 
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einen im Durchschnitt um 11,55°, héheren Sauerstoffverbrauch zeigt ; 
dieser Befund, der sich standig in allen Versuchen wiederholt hat, 
kann nicht als innerhalb der Fehlergrenzen liegend interpretiert werden, 


da die Methode mit einer Genauigkeit von etwa 5°, arbeitet. Die ver- 
mehrte Ausscheidung von CQ, entspricht dem erhéhten Sauerstoff- 
verbrauch, und zwar 5,47°,. Die aerobe Glykolyse erscheint nicht 
wesentlich verdindert, auBer vielleicht im Sinne einer Abnahme; die 
anaerobe Glykolyse ist im Durchschnitt um 25,90°, gehemmt. Der 
Meyerhofsche Quotient ist entsprechend dem Verhalten der ihn be- 
stimmenden Faktoren vermindert. 

Der Embryonalextrakt hingegen tibt auf den gesamten Stoffwechsel 
des normalen Muskelgewebes eine stark hemmende Wirkung aus. Vor 
allem ist der Respirationswert um etwa ein Viertel — 23,80°, -- ver- 
ringert, wobei zu beachten ist, daB die Ausscheidung von S, wenn 
auch verringert, in dieser Verringerung jedoch nicht proportional 
ist der Verringerung des Sauerstoffverbrauchs: sie ist tatsichlich nur 
um 18,65°% herabgesetzt, so daB also etwa ein Drittel freier Kohlensiure 
mehr da ist als Atmungskohlensaure und was nicht als aerobe Glykolyse 
in Erscheinung tritt. Die anaerobe Glykolyse ist stark gehemmt, und 
zwar um 40,50°,. Der Meyerhoj{sche Quotient ist verkleinert, obwohl 
der respiratorische Wert kleiner ist, eben weil die anaerobe Glykolyse 
so stark vermindert ist. 


IV. Versuche mit regenerierendem Muskelgewebe. 

In der folgenden Tabelle III sind die bei den einzelnen Experi- 
menten erhaltenen Quotienten, in der Tabelle IV deren durchschnittliche 
Werte enthalten. Aus den erwahnten Tabellen ist zu ersehen: Die 
Wirkung des Krebsextraktes auf den Sauerstoffverbrauch des re- 
generierenden Muskelgewebes ist eine betrichtlich hemmende, und zwar 
durehschnittlich um 22,45°%. Die Verminderung der Ausscheidung 
freier Kohlensaure steht auch in diesem Falle nicht im Verhaltnis zum 
geringeren Verbrauch an Sauerstoff, obwohl dies in kleinerem MaBe 
in Erscheinung tritt als bei Wirkung des Embryonalextraktes auf das 
normale Muskelgewebe. Die aerobe Glykolyse zeigt in den fiinf Versuchen 
kein konstantes Verhalten; sie erscheint bald héher, bald niedriger, 
eben wegen der schwankenden Werte bei der Messung der Atmungs- 
kohlensiure. Die anaerobe Glykolyse ist um 11,40°, gehemmt. 

Im Gegensatz zum Krebsextrakt bewirkt der Embryonalextrakt 
bei der Respiration eine betrachtliche Beschleunigung, und zwar betragt 
dieselbe etwa 38,10°%. Das Verhalten der aeroben Glykolyse insgesamt 
ist nicht konstant wegen der wechselnden Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs. Die Hemmung der anaeroben Glykolyse betragt nur 
9,5°,. Der Meyerhofsche Quotient ist verringert. 
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V. SchluBfolgerungen. 

Es besteht kein Zweifel, da die Krebsextrakte oder die Em- 
bryonalextrakte auf den Kohlehydratumsatz des gesunden oder des 
regenerierenden Muskelgewebes wirken, eindeutig und konstant auf 
die anaerobe Glykolyse, weniger sicher und jedenfalls weniger konstant 
auf die Atmung. Im Gegensatz jedoch zu den Behauptungen von 
Watermann und von Kraut und Bumm ist die anaerobe Glykolyse 
immer, in jedem Falle, gehemmt und zwar in erheblichem MaBe und 
stirker beim normalen, weniger stark beim regenerierenden Muskel- 
gewebe. Schwer zu sagen, wovon dieser letztere Umstand abhangt: 
wahrscheinlich ist die glykolytische Aktivitét der regenerierenden 
Zelle nicht nur starker ausgepragt, sondern auch der Hemmungswirkung 
gegeniiber resistenter, die von den beiden Extrakten ausgeiibt wird, 
weil die Zelle sich die nétige Energie aus der Glykolyse beschaffen muB, 
da ihre Atmung herabgesetzt ist. 


Wahrend eine derartig hemmende Wirkung auf die Glykolyse 
sowohl fiir beide verwendete Extraktarteu — Krebs- und Embryonal- 
extrakt — wie fiir beide untersuchte Gewebe — normales und re- 
generierendes Muskelgewebe — konstant ist, ist die Wirkung auf die 
Respiration fiir jeden einzelnen dieser Faktoren entgegengesetzt. Was 
den Sauerstoffverbrauch anlangt, geht diese Tatsache nicht nur aus 
dem Durchschnitt der angestellten Versuche, sondern auch aus jedem 
Experiment einzeln betrachtet hervor, so daB kein Zweifel bestehen 
kann, daB es sich um einen erwiesenen und konstanten Befund handelt. 
Die Messungen iiber die Kohlensiureausscheidung sind weniger be- 
weisend:; die Resultate schwanken, da es schwer ist, mit den mano- 
metrischen Methoden im Serum die Zunabme der chemisch gebundenen 
Kohlenséiure genau zu bestimmen. Deshalb stellt der fiir die freie 
Kohlensaure gefundene Wert nicht in allen Fallen und ohne weiteres 
den’ Wert der Atmungskohlenséure dar. Daher in diesen Versuchen 
die verschiedenen Werte des die aerobe Glykolyse bezeichnenden 
Quotienten. Dieses erschwert die Deutung des Meyerhofschen Quo- 
tienten in den Fallen der Extraktwirkung auf das regenerierende Muskel- 
gewebe, wo die Atmung im Gegensatz zur glykolytischen Aktivitat 
des Gewebes zu gering ist und daher aerohe Glykolyse ziemlich stark 
in Erscheinung tritt. Aber im Stoffwechsel des normalen Muskelgewebes 
gibt es keine oder jedenfalls nur eine ganz unerhebliche aerobe Glykolyse, 
und der Meyernofsche Quotient sinkt, sowohl bei gesteigerter Atmung 
(Krebsextrakt) wie bei verringerter (Embryonalextrakt); es wird also 
auBer der Atmung auch die Pasteursche Reaktion gehemmt. 


Im groBen und ganzen treten die beiden grundlegenden Erschei- 
nungen des Stoffwechsels der Muskelzelle, die Atmung und die Glykolyse, 
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von Krebs- oder Embryonalextrakt beeinflubt, bei der experimentellen 
Forschung auf eine Weise zutage, die um so auffallender und konstanter 
ist, als die Funktionen selbst auf einer einfachen Reaktion aufgebaut 
sind. Daher ist auch der Befund einer Hemmung bei der anaeroben 
Glykolyse eindeutiger. Was dagegen die. Atmung betrifft, so ist es 
vorlaufig noch nicht méglich, das verschiedene Verhalten der Oxy- 
dationsreaktion gegeniiber den Krebsextrakten oder den Embryonal- 
extrakten erschépfend zu deuten. Denn einerseits ist die Oxydations- 
reaktion ein viel komplexerer Vorgang, andererseits sind Extrakte 
ein Material von nicht konstanter Zusammensetzung und infolgedessen 
ungeeignet fiir quantitative Messungen. Zweifellos enthalten auch diese 
extrahierten Gewebe Regulatoren des Kohlehydratumsatzes Co- 
Fermente und Hemmungskérper —, die sich nach den bekannten 
Untersuchungen von Meyerhof! in allen Geweben vorfinden. Was 
aber die von mir in den Krebs- und in den Embryonalextrakten fest- 
gestellten, die Glykolyse hemmenden Substanzen von den Hemmungs- 
kérpern von Meyerhof unterscheidet, ist das verschiedene Verhalten 
gegeniiber der Erwarmung; in der Tat liegt nach den Untersuchungen 
von Euler und Myrbdck* die Inaktivierungstemperatur dieser Hem- 
mungskorper zwischen 50 bis 60°, wihrend die Einwirkung einer Tem- 
peratur von 56° 1 Stunde lang in den vorliegenden Versuchen in keiner 
Weise die glykolysehemmende Wirkung der Krebs- oder Embryonal- 
extrakte inaktiviert hat. 

Angesichts der engen Beziehungen schlieBlich, die zwischen Glyko- 
lyse und Zellvermehrung bestehen, kénnte man die Frage aufwerfen, 
welche Rolle diese Hemmungen beim Wachstum der Tumoren spielen. 
Dabei ist aber zu beriicksichtigen, daB sie, im eben erwihnten Sinne, 
nicht spezifisch fiir das Krebsgewebe waren, denn auch im normalen 
Hiihnerblutserum finden sich — was schon von mir nachgewiesen 
worden ist® und wie kiirzlich auch Sittenfield, Johnson und Jobling+ 
gefunden haben — Substanzen, welche das Krebswachstum hemmen. 
Dieselben Verfasser haben in anderer Weise das Vorhandensein 
einer tumor-inhibting substance in Krebsfiltraten nachgewiesen, deren 
Wirkung — falls jene Substanz mit derjenigen identifiziert werden 
kann, die in den vorliegenden Versuchen nachgewiesen worden ist — 
in einer Hemmung der Glykolyse bestehen wiirde, die wahrscheinlich 
nicht spezifisch ware. 


1 Meyerhof, Zeitschr. {. physiol. Chem. 101, 165, 1918. 

2 Euler u. Myrbdck, zitiert bei M yrbdck, ebendaselbst 149, 52, 1925. 

§ Pentimalli, II1lé Conférence de ,,Leuwenoek Vereeniging‘, Paris, 
Mars 1930. 

* Sittenfield, Johnson Jobling,, Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 28. 
517. 1931. 
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Uber das osmotische Gleichgewicht 
zwischen Dotter und Eiklar im Hiihnerei. 


Bemerkung zu der gleichnamigen Arbeit von A. Grollman, diese Zeitschr. 238, 
408, 1931. 


Von 
0. Meyerhof. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1931.) 


Unter obigem Titel hat Herr Prof. A. Grollman (Baltimore) als Gast 
unseres Instituts eine von ihm durchgefihrte Arbeit veréffentlicht, in 
der er zu dem SchluB kam, daB die von Straub!, Bialaszewicz? u. a. 
gefundene Gefrierpunktsdepression des Eidotters vom Huhn von etwa 
0,60° nicht real ware, sondern vorgetéuscht wiirde durch Verzégerung 
beim Ausfrieren des Dotters wegen seines iiber 50% betragenden 
Trockengehalts. Der wahre A-Wert sollte vielmehr fast ebenso niedrig 
sein wie der des Eiklars, gegen 0,48°, bei einem A des Eiklars von 
0,45°. Grollman bestimmte zur Hauptsache den Gefrierpunkt in 
Dialysaten der Eisubstanzen mittels der von mir _ beschriebenen 
thermoelektrischen Gefrierpunktsmessung* in kleinen Fliissigkeits- 
mengen. 

Durch widersprechende Resultate, die Herr Prof. A. V. Hill mittels 
der Methode der Kondensationswarme erhielt*, sowie diejenigen von 
Needham und seinen Mitarbeitern5, sah ich mich veranlaBt, die Versuche 
von Herrn Grollman, der inzwischen nach Amerika zuriickgekehrt war, 
in seiner Anordnung zu wiederholen. Dabei konnten seine MeBresultate 
im wesentlichen bestaétigt werden; gleichwohl ergab sich, daB der von 
ihm aus den Versuchen gezogene SchluB unzutreffend war wegen eines 


* Rec. de Trav. Chim. Pays Bas 48, 49, 1929. 

* Arch. f. Entwicklungsmech. 34, 489, 1912. 

3 Diese Zeitschr. 226, 1, 1930. 

‘ Trans. Faraday Soc. 26, 667, 1930, sowie briefliche Mitteilung. 
5 Journ. of exper. Biol. 8, 286, 1931. 
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Fehlers bei der Berechnung seiner Versuche. Das in den Kollodium- 
hiilsen enthaltene Quellungswasser war zu dem mit der Eisubstanz in 
osmotischen Ausgleich tretenden Fliissigkeitsvolumen nicht hinzu- 
gerechnet. 


Bei Beriicksichtigung desselben ergibt sich fiir die wichtigste Ver- 
suchsreihe, die Dialyse von Eidotter gegen destilliertes Wasser oder 
Na Cl-Lésung verschiedener Konzentration, ein ganz abweichendes Re- 
sultat. In den fiir diese Versuche benutzten stark durchlassigen Kollo- 
diumhiilsen fand ich einen Gehalt an Quellungswasser von etwa 90°, 
bei den benutzten MaBen (zylindrische Hiilsen von 10cm Lange und 
1,5cm Durchmesser) fast genau 2 g Quellungswasser. Da die Hiilsen 
sich vor Beginn der Dialyse in destilliertem Wasser befanden und dann 
nach Abtrocknung benutzt wurden, so miissen 2 ccm reines Wasser zu 
der AuBenfliissigkeit hinzuaddiert werden. Bei Dialyse gegen NaCl 
wird die dadurch bedingte Korrektur besonders groB. Dieses ist in 
allen langer dauerden Versuchen (iiber 20 Stunden) der Fall gewesen. 
Im folgenden sind als Tabelle I die meisten Versuche der Tabelle IV 
aus der Arbeit Grollmans abgedruckt und in den beiden letzten Spalten 
die Anderung berechnet, die das Resultat durch Addition von 2g 
Quellungswasser erféhrt (Versuch 2 und 10 sind weggelassen, weil hier 
gegen Eidialysat unbekannter Konzentration dialysiert wurde). Es 
ergibt sich danach, daB in allen Dialysen gegen NaCl-Lésung der be- 
rechnete A-Wert des Dotters zwischen 0,55 und 0,60 gelegen ist, ent- 
sprechend etwa 1%, NaCl (A 0,586). 


Tabelle I. 


Umgerechnete 4-Werte der Eisubstanz nach A.Grollman aus Dialysaten. 
£z : 





Mit Hiilsen- 
wasser 
berechnet 


ehalt der | 


Art der Substanz 
Eis Botans 
Urspriingliche 


u 


Von Grollman 


keitszusatz 
Eisubstanz 
Eibestandteile 


Eis 
Zeit der Dialyse 


AuBenfliissigkeit 


AuBerer Flissig- 
Wasser 
4 vom Enddialysat 


> 
> 


4 9 NaCl 


24,0 Kiklar 86,8 2 | 0,35, 0,49 0,83 
25,0 Dotter 48,0 0,32, 46 (0,52 0,89 
26,0 50,0 0,41. p 0,52 0,89 
25,0 48.0 0,49, y 0.55 0,94 
22.0 49,0 0,52; y 0,60, 1,06 
25,0 48.5 , F 0,48, f 0.57 0,98 
23,0 48,5 : 0,47, O48 0,58 0,99 
25,0 48.0 ; 30 =—s-0,47, 0.48 = 0,58) 0,99 


* Numerierung entsprechend Tabelle IV, A. Groliman, diese Zeitschr. 288, 408, 1931 
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Noch einfacher erhalt man dasselbe Resultat, wenn man die Hiilsen 
vor der Benutzung wahrend einiger Tage in der NaCl-Lésung stehen 
laBt, gegen die man dialysieren will. Mehrere derartige Versuche sind 
in Tabelle If wiedergegeben. Auch hier ist der Gehalt an Quellungs- 
wasser = 2 g angenommen, aber als NaCl-Lésung. Man sieht, daB in 
diesem Falle der A-Wert der 1% igen Kochsalzlésung bei Dialyse gegen 
Dotter gar nicht sinkt, dagegen der von 0,78°, NaCl (A 0,457°) stark 
steigt. Unter gleichen Umstanden sinkt bei Dialyse von Eiklar der 
A-Wert einer 1°% igen NaCl-Lésung auf den einer 0,8°% igen herab. 


Tabelle II. 


A-Werte von Eidialysaten mit vorbehandelter Kollodiumhiilse (auBen stets 
4cem NaCl-Lésung). 





; a vom Berechnet fiir 
Ei- Art de Wasser- Aufen- Zeit der pp 3 unverdiinnte Ei- 
Art der : Enddia 
substanZ picybstanz ehalt lisung Dialyse lvsat substanz 


g 9/5 0/9 NaCl Std. °C 4 0/9 NaCl 


20,78 Eiklar 7 ‘ * 0,465 0,426 
22,05 Dotter } ; 0.587 0,587 
22.69 i i 0.577 0,638 
22,31 i“ j 0,603 0,616 
22.62 i 8 26 0.543 0,598 
* Geschitzter Wert. 


a a a! 
@22S22>7 
ho O1rw > w& 


In der Grollmanschen Arbeit waren zwei weitere Versuchsreihen, 
die zu dem erwahnten Resultat fiihrten, wiedergegeben. In einer Serie 
war durch wiederholte Erneuerung des Hiilseninhalts — bis elfmaligem 
Dotterwechsel — ein vollkommener Ausgleich der AuBenkonzentration 
an den osmotischen Druck des Dotters angestrebt. Da es unsicher ist, 
ob hier das Endgleichgewicht erreicht war, und wegen anderer méglicher 
Komplikationen sei auf diese Reihe, die nicht wiederholt wurde, nicht 
eingegangen. Etwas anders steht es aber mit der dritten Versuchs- 
anordnung. Bei dieser wurde ein unverletzter Eidotter in seiner eigenen 
Vitellinmembran gegen aufgeschichtete 1°,ige NaCl-Lésung dialysiert, 
nachdem die Membran durch Waschen mit der Kochsalzlésung von 
anhaftendem Eiklar befreit war. Der A-Wert der 1 °%igen NaCl-Lésung 
sank in 5 Stunden um 0,03 bis 0,04°. Dies Resultat lieB sich in der 
Richtung bestatigen, daB (allerdings bei erheblich giinstigeren Mengen- 
verhaltnissen von Dotter und Kochsalzlésung) der 4-Wert der 1 %igen 
NaCl-Lésung gegen 0,03° sank, was, auf totalen Ausgleich berechnet, 
einem osmotischen Druck des Dotters von 0,92 bis 0,95°% NaCl oder 
einem A von 0,55° entsprechen wiirde. Andererseits stieg, wenigstens 
in einem Versuch, bei Dialyse gegen 0,78 % NaCl der A-Wert’derselben 
um 0,03° (vgl. Tabelle III). In allen Versuchen wurde der in geschlossenen 
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groBen Wageglaschen in der Salzlésung suspendierte unversehrte Dotter 
wahrend der Dialysezeit bewegt, indem das Wageglaschen in hori- 
zontaler Lage langsam um seine Achse rotierte. Die AuBenlésurig nahm 
dabei zwar an Menge ab, blieb aber klar. 


Tabelle ILI. 


4-Werte von Dotterdialysaten bei Benutzung der Vitellinmembran in situ. 





Wasser- e " ioe | Berechnet fiir totale 

Nr Dotter Gaede ten end — a End. hantioh i Dotter 
— Dotters dialysat +e eee 

g 05 ecm 0/5 NaCl Std. oC 4 0), NaCl 
1 | 19,19 47,5 6,0 1,0 14 0,569 0,560 0,95 
2 19,61 47* 4,0 1,0 6 0,554 0,538 0,92 
3 16,22 47* 4,0 0,78 7 0.490 0,510 0,87 
4 18,94 47* 4,0 1 7 0,574 0.568 0.97 
4a, 18,94 47* 4,0 1 23 0,559 0,547 0,935 


* Geschitzter Wert. 


Obgleich also auch in diesen Versuchen (fiir den fiktiven Fall 
totalen Ausgleichs) ein osmotischer Druck des Dotters von iiber 0,9% 
NaCl (4 0,53°) berechnet wird, so ist doch auffallend, daB entgegen 
den Versuchen in Kollodiumhilsen tiberhaupt die Konzentration der 
auBeren 1 %igen Kochsalzlésung in kurzen Dialysezeiten innerhalb eines 
Tages sinkt. Man wird das am ehesten so deuten, daB im unversehrten 
Dotter die mit dem Eiklar in Kontakt stehende auBere Dotterschicht 
einen etwas niedrigeren osmotischen Druck hat als die zentralen Ab- 
schnitte, indem bereits ein geringer osmotischer Ausgleich mit dem 
Eiklar stattgefunden hat. Bei der erschwerten Diffusion im unverletzten 
Dotter wurde in den kurzen Zeiten nur diese oberflichliche Zone mit 
der AuBenlésung in Diffusionsaustausch treten. Fiir diese Deutung 
spricht noch ein weiterer Versuch. Hier geschah die Dialyse von un- 
verletztem Dotter gegen 0,78°%ige NaCl-Lésung derart, daB jeweils 
ein Dotter nur fiir 2 Stunden in der Kochsalzlésung suspendiert und 
dann durch einen neuen ersetzt wurde. Trotz fiinfmaligem Wechsel 
des Dotters (der wahrend der Dialysezeit langsam in der Kochsalz- 
lésung rotierte), stieg der A-Wert der 0,78 igen Na Cl-Lésung in diesem 
Versuch tiberhaupt nicht, entweder weil in den ersten beiden Stunden 
nach Entfernung des EiereiweiBes die Vitellinmembran und die an- 
haftenden Dotterschichten noch nahezu undurchlassig fiir Wasser sind, 
oder weil die allerauBersten Randzonen des Eidotters schon einen 
A-Wert entsprechend dem des Eiklars besitzen. Wahrscheinlich diirften 
beide Momente mitsprechen, die beide darauf hindeuten, daB die Dif- 
fusion von Wasser und gelésten Stoffen durch die Vitellinmembran 
und die angrenzenden Dotterschichten in ihrem natiirlichen Verbande 
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besonders verzégert ist. Dies stimmt tiberein mit den von Needham 
und seinen Mitarbeitern! gesammelten Beobachtungen, die ebenfalls 
auf eine enorme Verzégerung des osmotischen Ausgleichs durch die 
physikalische Struktur des genuinen Dotters hinweisen. Dies ist zweifel- 
los die einfachste Erklarung fiir den wochenlang fortbestehenden osmo- 
tischen Druckunterschied zwischen Eidotter und Eiklar, an dessen 
realer Existenz nicht gezweifelt werden kann. 


1 a.a.O. 


Berichtigung 


zur Mitteilung von Ladislaus Mosonyi 
(diese Zeitschr. 288, 95, 1931). 


In Tabelle Il (zweiter und dritter Stab des Tabellenkopfes), in 
Tabelle III (dritter und vierter Stab des Tabellenkopfes), sowie in 
Tabelle IV (dritter und vierter Stab des Tabellenkopfes) ist statt Ta- 
belle IV richtig zu setzen: Tabelle I; desgleichen in Tabelle IV (letzter 
Stab des Tabellenkopfes) ist statt Tabelle II richtig zu setzen: Tabelle III. 

Endlich soll es im ersten Stab der Tabelle III in der ersten Zeile 
heiBen: Zuckerlésung I, in der zweiten Zeile: Zuckerlésung II. 
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Kine kristallisierte 
Kupferverbindung des oxydierten Hefeglutathions. 


Von 


Anton Kozlowski. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernahrung der Universitat Californien, 
Berkeley, Cal.) 


(Eingegangen am 22. September 1931.) 


Bisher ist es noch nicht gelungen, das oxydierte Glutathion in 
einer kristallisierten Form zu erhalten; es ist jedoch nicht ausgeschlossen, 
daB es bei entsprechenden Bedingungen gelingen kann. Jedenfalls 
kann eine kristallisierte Metallverbindung dieser Substanz cine gewisse 
Garantie fiir die chemische Reinheit des Praparats liefern. Die Kupfer- 
verbindung, welche nach der von Hopkins angegebenen Kupfer- 
oxydulmethoce dargestellt wird, ist amorph. Ein _ kristallisiertes 
Salz dagegen wird gebildet, wenn das oxydierte Glutathion in An- 
wesenheit von Alkaliacetat durch Kupfersulfat gefallt wird. 


Die Arbeitsweise. 


Das reduzierte Hefeglutathion wird in 1°,iger wasseriger Lésung 
vorsichtig mit Kaliumbicarbonat neutralisiert, mit einem Tropfen 0,1 °,iger 
Ferrosulfatlésung versetzt und durch den Luftstrom dehydriert. Dann 
wird die Fliissigkeit mit Essigsiure angeséiuert und mit ein wenig 3°,iger 
Kupfersulfatlésung versetzt. Ein Niederschlag, der in kleiner Menge sofort 
gebildet wird, soll méglichst schnell abgetrennt werden; er enthalt Kristalle, 
die mit amorpher Substanz verunreinigt sein kénnen. Aus der Fliissigkeit 
scheiden sich in 5 bis 10 Minuten mikroskopisch kleine, scharfspitzige 
Prismen aus, teilweise einzeln, gr6Btenteils aber zu Rosetten, biindel- 
und kugelartigen Aggregaten vereinigt. Nach | Stunde wird der Nieder- 
schlag abfiltriert. 

Das so erhaltene, hellblau gefarbte Kupfersalz ist in Wasser unldéslich, 
sehr leicht dagegen léslich in verdiinnten Mineralséuren und in Alkali- 
bisulfatlésungen. Wird eine wasserige Aufschwemmung des Glutathion- 
kupfers tropfenweise mit 0,5 °,iger Schwefelsaure oder mit 5°,iger Kalium- 
bisulfatlésung versetzt, so bekommt man eine klare, schwach blau gefirbte 
Fliissigkeit, aus welcher durch Zugabe von ein wenig Natriumacetat- 
lésung die kristallisierte Kupferverbindung wiederum ausgeschieden wird. 
Ein UberschuB der Reagenzien soll vermieden werden, anderenfalls bleibt 
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ein Teil des Kupfersalzes in Lésung und kann erst durch Alkohol gefallt 
werden. Das Salz ist auch in warmer, 20- bis 30 %iger Essigsaéure léslich. 
Zu diesem Zwecke wird die Substanz in ein wenig 20° ,iger Essigséure 
aufgeschwemmt und auf dem Wasserbad erwarmt; zuletzt werden noch 
einige Tropfen von Eisessig zugesetzt, um eine vollstandige klare Lésung zu 
bekommen. Wird diese Lésung bei Zimmertemperatur unter vermindertem 
Druck konzentriert, so scheiden sich zuerst groBe, nadelf6rmige Kristalle 
und zuletzt amorphe, dunkelblaue Korner ab. 


Das kristallisierte Glutathionkupfer unterscheidet sich von der 
friiher in dieser Zeitschrift beschriebenen, amorphen Verbindung nicht 
nur durch die Léslichkeit, sondern auch durch einen niedrigeren Kupfer- 
gehalt, wortiber spater berichtet wird. 




















Uber den Nachweis diastatischer Wirkungen im Urin. 


Von 
E. Herzteld. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Universitats- 


klinik Ziirich.) 


(Eingegangen am 21. September 1931.) 


Die Frage iiber das Vorkommen diastatischer Fermente im Urin 
beschaftigt besonders in der letzten Zeit zahlreiche Forscher. 


Nigay! fand, da die amylolytische Wirkung des Urins bei kohlen- 
hydratreicher Nahrung vermehrt und bei kohlenhydratarmer vermindert 
sei. J. Wohlgemuth® versuchte die Amylasepriifungen im Urin zur funktio- 
nellen Diagnostik des Pankreas zu verwerten und beschrieb eine Methodik, 
welche das Verschwinden der Jod-Starkereaktion nach erfolgter Bebriitung 
zur Grundlage hat. Wallis, R. L. Mackenzie* kamen nach Besprechung ver- 
schiedener Funktionspriifungen des Pankreas zu dem SchluB, daB in Fallen 
von Diabetes mellitus die Funktionspriifungen keinen Anhalt fiir Pankreas- 
erkrankungen ergaben. Nach Werner Block* sollte die Amylasebestimmung 
fiir diagnostische Zwecke stets im Blute und im Urin angestellt werden, wobei 
in erster Linie Pankreaserkrankungen in Betracht kommen. Zur Priifung 
der Nierenfunktion ist diese ebenfalls geeignet, nicht aber zur speziellen 
Nierendiagnostik. Arthur F. Sladden®, konnte beobachten, daB bei der 
Beurteilung, ob eine Schwangerschaftsnephritis vorliegt oder eine Toxamie 
ohne Beteiligung der Nieren, die Methode gute Dienste leistet. Wanfredi 
Ferrara® fand, da8 Diastaseversuche nach Wohlgemuth bei Nephritikern 
keine diagnostisch verwertbaren Unterschiede zeigten. Zum gleichen 
SchluB gelangten G. A. Harrison und R. D. Lawrence’, und fanden eine 


1 Soc. de Biol. 64, 793, 1908; 65, 577, 1908. 

2 Diese Zeitschr. 21, 432, 1909; Berl. klin. Wochenschr. 47, 92, 1910. 

3’ Pathol. dep. St. Bartholomews hosp.. London, Quart. journ. of med. 
14, 57—87, 1920, Nr. 53. 

4 Chir. Univ.-Klinik Berlin, Zeitschr. f. klin. Med. 93, H. 4/6, 381 

404, 1922. 

5 Lancet 203, 68—69, 1922, Nr. 2. 

® Morgagni, (I) Archivio 65, 185 — 197, 1923, Nr. 6. 

? Biochem. Laborat., Kings coll. hosp. London, Lancet 204, 169-170, 
1923, Nr. 4. 
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verminderte Diastaseausscheidung bei Niereninsuffizienz nur dann be- 
weisend, wenn gleichzeitig im Blute eine erhéhte Retention nachweisha: 
ist. Carl Permin' glaubt, daB eine deutliche Erhéhung des Diastasewertes 
im Urin ein guter Beweis fiir eine Lasion des Pankreas sei. Nach D. 1D. 
Lafjord und T. Addis* schwankt bei Gesunden die Diastaseausscheidung 
erheblich. Bei Nierenkranken laBt sich keine Beziehung zwischen Diastase- 
vehalt und Schwere der Funktionsst6érung erkennen. Die Werte haben also 
keine klinische Bedeutung. Charles Reid® beobachtete, daB Nachturin 
mehr Diastase habe als Tagurin. Die Diastasewirkung sei umgekehrt 
proportional zur Urinmenge und direkt proportional dem _ spezifischen 
Gewicht. Nach der Mahlzeit sei die Wirksamkeit in der zweiten bis fiinften 
Stunde am gréBten. J. Cohen* konnte zeigen, daB die im Urin ausgeschiedene 
Diastasemenge bei Hunger im Laufe des Tages erheblich schwankte. Die 
absolute GréBe ist bei normalen Personen sehr verschieden. RegelmaBig 
zeigt sich ein Anstieg nach einer Fleischmahlzeit. Der Diastasegehalt ist 
sehr niedrig und konstant. . Janker® konstatierte bei jeder Pankreas- 
erkrankung Erhéhung vom Diastasegehalt im Urin. Der Anstieg komme 
zustande 1. durch Resorption des gesamten Pankreassekrets, z. B. bei 
GangverschluB oder bei Abschniirung von Driisenteilen, 2. durch Resorption 
vom Sekret bei Pankreasverletzung und Pankreasnekrose. EF. Unger und 
H. Heuss® sowie Wilh. Roloff* sehen nach ihren Erfahrungen in der Diastase- 
bestimmung im Harn nach Wohlgemuth eine auBerordentlich wertvolle 
Untersuchungsmethode bei Pankreasnekrose. Chr. K. Schaanning® be- 
schreibt eine modifizierte Wohlgemuth-Probe im Urin. Francesco P. Tinozzi® 
stellte bei Gesunden immer den gleichen Diastasegehalt fest, unabhangig 
von der Nahrungsaufnahme und der Tageszeit. Stark erniedrigte Werte 
fand er bei chir. Tuberkulose und Carcinomatésen. Ebenso fand er einen 
EinfluB der Narkotica auf die Diastasewerte. F. Schmerel™ gibt als optimales 
pu 7.2 an, besonders im Urin von Diabetikern, welche niedrige Diastase- 
gehalte zeigen sollen. Nach J. Baumann" liegt die optimale Reaktion in 
Bestaitigung der Angaben von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse 
bei pu = 6,8. 

Modifizierte Methodik nach J. Wohlgemuth**: Urin, 1° ige Kochsalz- 
lésung, 1°/,,ige Starkelésung, die folgendermaBen hergestellt wird: 1° 


. 


’ Rev. de Chir. 48, 341 —355, 1924, Nr. 5. 

2 Dep. of med. Stanford univ. med. school, San Francisco, Quart. 
journ. of med. 17, 151—161, 1924, Nr. 16. 

3 Physiol. Laborat. Univ. Aberdeen, Brit. journ. of exp. pathol. 6. 
314-326, 1925. Nr. 6. 

# Biochem. dep. Bland-Sutton inst. of pathol.. Middlesex. hosp. London ; 
Brit. journ. of exp. pathol. 6, 173—179. 1925. Nr. 4. 

5 Miinch. med. Wochenschr. 74, 3, 101. 1927. 

® Zentralbl. f. Chir. 538, 1500, 1926, Nr. 24; 54. 77, 1927, Nr. 13. 

Deutsch. med. Wochenschr. 53, 1043, 1927, Nr. 25. 

8 Norsk. magaz. f. laegevidenskapen 88, 612, 1927, Nr. 7. 

* Qual. ital. di chir. 7. Heft 2. 161, 1928. 

'0 Diese Zeitschr. 208, 415, 1929. 

1! Deutsch. Zeitschr. f. Chir. 216. 98, 1929; Klin. Wochenschr. 192%. 
T, 982. 

1 Klin. Wochenschr. 1929, IT, 1253. 


ri ige 
Kahlbaumsche Starkelésung. Phosphatgemisch (0,4ccm dreifach n Phosphor- 





| 











rh: 








Are eRe N. Bes 


butter a BARS 


Nachweis diastatischer Wirkungen im Urin. 253 
siure + 5,0cemn/2 NaOH und 5,0cem Wasser = priméare; 5ccm dreifach 
n Phosphorsaure + 10,0cem n/2 NaOH = sekundaire Phosphatlésung) ; 
5cem der primaren werden mit 5 ccm der sekundéren py-Lésung versetzt 
(px 7,2), 10cem 1°,ige Starkelésung + 10cem Phosphatgemisch mit 


1 °oiger NaCl-Lésung auf 100 aufgefiillt (Toluol). Dann werden Reihen in 
der iiblichen Weise dargestellt und die Diastasewerte berechnet. 

Aus obiger Literatur geht hervor, daB die klinische Bedeutung 
des Diastasenachweises im Harn vorlaufig bei den Erkrankungen 
des Pankreas liegt, da eine starke Vermehrung der Harndiastase deutlich 
darauf hinweist. Normale Werte lassen jedoch eine Beteiligung der 
Bauchspeicheldriisen nicht ausschlieBen, da bei andauerndem Pankreas- 
verschluB die Diastasewerte sich verringern kénnen. — Bei Er- 
krankungen, die den exokrinen Apparat des Pankreas betreffen, kann 
eine Diastasevermehrung festgestellt werden, so hauptsachlich bei 
Stauung des Sekrets durch GangverschluB und partieller Ausschaltung 
von Pankreasteilen. Ein erhéhter Diastasewert kann ferner bei Fett- 
gewebsnekrose, bei Pankreatitis, sowie bei Verletzungen der Bauch- 
speicheldriise festgestellt werden. — Je schwacher die Pankreassaft- 
absonderung durch den Darm ist, um so intensiver ist der Ubertritt 
des Ferments in die Blutbahn und dessen Ausscheidung durch den Urin. 
Aus diesem Grunde ist im Niichternurin mehr Diastase enthalten als 
auf dem Héhepunkt der Verdauung. — Nach Wohlgemuth laBt die kranke 
Niere die Diastase nur in vermindertem Mae durch, so dab eine Ver- 
mehrung der Plutdiastase hervorgerufen wird, da nach ihm die Aus- 
scheidung der im Blute kreisenden Diastase allein von der Leistungs- 
fahigkeit der Niere abhangt. Hierbei scheint jedoch die Art der Nieren- 
schidigung eine Rolle zu spielen, da bei eiweibreichem Urin erhéhte 
Diastasewerte gefunden wurden. Nicht ohne Bedeutung ist die Er- 
nahrung, da beobachtet wurde, dab bei kohlenhydratreicher Kost 
der Diastasegehalt des Urins gréBer ist als bei kohlenhydratarmer. 

Fast alle oben ausgefiihrten Untersuchungen von Diastase im Urin 
wurden mit der Wohlgemuth-Reaktion ausgefiihrt. Wie aus friheren 
Untersuchungen vom Verfasser gemeinsam mit R&R. Klinger! hervor- 
geht, kann das Verschwinden der Jodreaktion allein nicht als MaBstab 
fiir den Grad eines Stairkeabbaues gelten. Fiigt man z. B. zu einer 
1°, igen Starkelésung 1 bis 2 Tropfen einer n/100 Jodlésung bis zum 
Auftreten einer Blaufarbung zu, und versetzt diese Jodstiarkelésung 
mit einigen Tropfen einer EiweiBlésung, z. B. Eiereiweib, Blutserum, 
Casein usw., so verschwindet die blaue Farbung sehr rasch. Ebenso 
verhalt sich die Jodstirkelésung gegeniiber Albumosen, Peptonen, 
Aminoséuregemischen, ja selbst gegentiber eiweiBfreiem Urin. Nachdem 
man in den verschiedenen Ko6rperfliissigkeiten als Untersuchungs- 


! Diese Zeitschr. 107, 268, 1920; 112, 55, 1920. 
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objekt fir Diastase das Vorhandensein von Eiweib oder seinen Abbau- 
produkten nicht ausschlieBen kann, miissen notwendigerweise stets 
solche Fehlerquellen auftreten. Wie weit das Verschwinden der Jod- 
reaktion von oben erwahnten Stoffen und der etwa vorhandenen Dia- 
stase bewirkt wird, kann man nur so entscheiden, indem man neben 
der Wohlgemuth-Reaktion auch noch eine andere Probe auf die ver- 
zuckernde Wirkung der diastatischen Fermente ausfiihrt. Die zu- 
verlassigste Probe zum Nachweis geringster Mengen von Traubenzucker, 
dessen Monosaccharid stets bei diastatischen Wirkungen auftritt, 
scheint die Osazonprobe zu sein. Verfasser gelang es, durch geeignete 
Reinigung des salzsauren Phenylhydrazins die Empfindlichkeit der 
Osazonprobe so weit zu steigern, daB dadurch der Nachweis von 0,15 mg 
Glucose in 10 ccm Fliissigkeit durchfithrbar ist?. 

Mit Hilfe dieser Methode wurden von C. E. Wetter® iiber die ver- 
zuckernde Wirkung menschlicher und tierischer Blutsera sowie anderer 
Korperfliissigkeiten, ferner in 5 Handelsdiastasepraiparaten eine gréBere 
Anzahl Untersuchungen durchgefiihrt. Es zeigte sich hierbei, dab 
menschliche Ko6rperfliissigkeiten, wie Speichel und Pankreassaft, 
welche bekanntlich eine gut verzuckernde Wirkung haben, mit der 
Osazonreaktion die starksten Ausschlage zeigten (320 bis 1280 mg-°,). 
Auch kamen die Unterschiede einer Anzahl Diastasepraparate, welche 
sich in der Technik als wenig wirksam, wirksam und hoch wirksam 
erwiesen, tibereinstimmend zum Vorschein. — Diese Methode gelangte 
in vorliegender Arbeit speziell bei den Untersuchungen auf diastatische 
Wirkung neben der Wohlgemuth-Reaktion zur Anwendung. 


Methodik. 


Methode nach Wohlgemuth, Modifikation nach Noguchi*®: Es wird von 
dem zu untersuchenden Harn eine Verdiinnungsreihe mit physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt. Zu diesem Zwecke werden 15 Réhrchen in 
ein Eprouvettengestell gebracht, und jedes Réhrchen mit Ausnahme des 
ersten wird mit 1 ecem physiologischer Kochsalzlésung beschickt. In das 
erste und zweite Réhrchen kommen nun I cem des zu untersuchenden 
Harns, aus dem zweiten Réhrchen wird nach Durchmischen mittels der 
Pipette 1 cem Fliissigkeit entnommen und in das dritte gebracht. Es wird 
wieder durchgemischt und 1] ccm in das nichste Réhrchen pipettiert usw. 
Aus dem letzten Réhrchen wird 1 ecem weggespritzt, so da nunmehr in 
jedem Réhrchen | cem Fliissigkeit enthalten ist. Nun wird die ganze Ver- 
diinnungsreihe mit je 2ccm 1°/,iger Starkelésung beschickt; diese stellt 
man sich her, indem man 1g loésliche Starke (Kahlbawm) in 100 ccm 
destillierten Wassers durch Riihren fein verteilt und im siedenden Wasserbad 
etwa '/, Stunde unter Umriihren erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das 


1 Schweiz. med. Wochenschr. Nr. 22, 1924. 
2 Inaug.-Diss. Ziirich 1925. 
3 Arch. f. klin. Chir. 98, 1912. 
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verdunstete Wasser erganzt. Von dieser Stammlésung, die fiir die spater 
zu erérternde 24-Stunden-Methode verwendet wird, stellt man sich mit 
destilliertem Wasser die zehnfache Verdiinnung her. Die mit Starke be 
schickte Verdiinnungsreihe kommt auf '/, Stunde in ein Wasserbad odet 
einem Thermostaten von 38°, danach wird dieselbe herausgenommen und 
zur Beendigung der Fermentwirkung in kaltes Wasser gebracht. In jedes 
Rohrchen werden nun ein bis mehrere Tropfen n/50 Jodlésung getropft, 
wobei sich namentlich bei konzentrierten Harnen das Jodbindungsvermégen 
(vgl. Jodzahl) geltend macht, indem eine zunichst beobachtete Gelb 
oder Rotfarbung nach dem Umschiitteln sofort verschwindet und erst ein 
zweiter oder dritter Tropfen eine dauernde Farbung hinterlaBt. Das Rohr- 
chen, in dem der erste Violetton sichtbar ist, gibt exklusiv die Grenze an, 
bis zu welcher die amylolytische Wirkung reicht. Die Berechnung erfolgt 
nach folgendem Prinzip: Hatten wir im sechsten Réhrchen den ersten Blau- 
ton gefunden, so reicht die Stirkeverdauung bis zum Rohrchen Nr. 5. 
Diese enthalt 0,03125cem Harn. Daher ist folgende Gleichung auf- 
zustellen : 


2cem (Starke): 0,03125cem (Harn) = a (Starke): 1 cem (Harn). 
2 
64. 
003125 


- , 380 _ ee . : 
Normalwert nach Noguchi betriagt on 16 bis 32, maximal 64. 


Eigene Methode. 
Erforderliches Reagens. 
Reines salzsaures Phenylhydrazin. 

50 g Phenylhydrazin puriss. (fast véllig farbloses Ol) werden in 
einer Porzellanschale mit 200 ccm abs. Alkohol vermischt und dann 
tropfenweise unter Umriihren mit 50 ccm konz. Salzséure versetzt. 
Es scheidet sich sofort eine schneeweiBe Kristallmasse ab, welche ab- 
gesaugt und einige Male mit Ather nachgewaschen wird. Hierauf wird 
im Vakuumexsikkator getrocknet und in brauner Flasche mit Glas- 
stopfen aufbewahrt. 

Ausfihrung. 

Frisch entleerte oder katheterisierte Urine werden zentrifugiert, 
das spezifische Gewicht bestimmt und auf Reaktion gepriift. Reagiert 
der Urin schwach sauer bis neutral, so kénnen die Proben direkt an- 
gesetzt werden. Reagiert aber der frische Urin alkalisch, so fiigt man 
so viel von einem Phosphatpuffergemisch, bestehend aus 4,6g NaH, PO, 
+ H,O und 15,5 g NagHPO, + 12 H,O in Pulverform hinzu, daB die 
Reaktion bei etwa px 7 liegt. — 1 cem Urin wird nun in ein Réhrchen 
gebracht, 1 bis 2 Tropfen Chloroform hinzugefiigt und mit wenig Toluol 
uberschichtet. Ferner wird 0,1 g reine Reisstarke (nicht lésliche Starke) 
und 1 ccm Urin ebenfalls in einem Réhrchen mit 1 bis 2 Tropfen Chloro- 
form und etwas Toluol angesetzt und schlieBlich 0,1 g Starke in physio- 
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logischer Kochsalzlésung mit 1 bis 2 Tropfen Chloroform und einer 
diinnen Schicht Toluol bereitgestellt. Alle 3 Réhrchen kommen tiber 
Nacht in den Brutschrank. MHierauf wird der Inhalt eines jeden 
Roéhrchens tropfenweise mit 95°,igem Alkohol versetzt, unter Schitteln 
bis 15 ccm erganzt und im Wasserbad kurze Zeit gekocht. Der Inhalt 
der Réhrechen mit dem siedenden Alkohol wird heiB in je eine Porzellan- 
schale filtriert und vom Schaleninhalt der Alkohol abgedampft. Der 
Abdampfriickstand wird mit kleinen Portionen destillierten Wassers 
aus der Porzellanschale gut ausgewaschen und in einem MeBzylinder 
bis 20 cem aufgefillt. Hieraus stellt man sich folgende Verdiinnungs- 
reihe her: 

Im ersten Réhrchen befinden sich oben erwahnte 20 ccm Extrakt. 
Alle anderen Rohrchen (6 bis 10, je nach der vorhandenen Zucker- 
menge) erhalten 10 ccm destilliertes Wasser. Man pipettiert 10 ccm 
vom ersten Réhrchen in das zweite, vermischt, pipettiert abermals 
10 cem in das dritte usw. In jedes Réhrchen der Reihe (mit Ausnahme 
vom letzten) bringt man 1 g salzsaures Phenylhydrazin (Abwagen von 
Phenylhydrazin mit Gummihandschuhen, Dermatitisgefahr!) und 1,5 g 
Natriumacetat, stellt die Réhrchen in ein kochendes Wasserbad und 
vermischt den Inhalt mit einem Glasstab, welcher an einem Ende 
abgeplattet ist. Nach Ablauf von einer Stunde wird heif filtriert und 
zur Kristallisation tiber Nacht stehen gelassen. Man priift den Boden- 
satz des einzelnen Réhrchens, ob mikroskopisch Osazonkristalle nach- 
weisbar sind. Das letzte Réhrchen, welches gerade noch Osazon- 
kristalle enthalt, entspricht einer Zuckermenge, welche zwischen 0,1 
bis 0,2, also etwa 0,15 mg liegt. Es ist zweckmaBig, die Empfind- 
lichkeitsgrenze fiir das salzsaure Phenylhydrazin von Zeit zu Zeit 
nachzupriifen. 


Priifung der Empfindlichkeitsgrenze der Osazonprobe. 


Man stellt sich von einer genau 1°%igen Traubenzuckerlosung 
folgende Verdiinnungsreihe her: Das erste und zweite Réhrchen erhalt 
10 cem der Lésung = 100 mg Traubenzucker. Das zweite Rohrchen 
auBerdem noch 10 ccm destilliertes Wasser und alle anderen R6hrchen 
ebenfalls je 10 ccm destilliertes Wasser. Man vermischt den Inhalt 
des zweiten Réhrchens, pipettiert davon 10ccm in das dritte 
Réhrehen usw., bis das zwélfte Réhrchen erreicht ist. AuBerdem 
vermischt man 10 cem der Traubenzuckerlésung mit 20 ccm destillierten 
Wassers und stellt sich von dieser Lésung ebenfalls eine Verdiinnungs- 
reihe, wie oben beschrieben, bereit. Alle Réhrchen, mit Ausnahme 
der letzten, werden, wie oben beschrieben, mit salzsaurem Pheny!l- 
hydrazin und Natriumacetat versetzt und gekocht. 





if 
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Es enthalten die Reihen in den einzelnen Réhrchen  folgende 
Zuckermengen : 





100 50 





33.3 16.5 $,25 4.1 2.05 5 0.25 0,125 


Bei Verwendung von schneeweibem, also ganz reinem salzsauren 
Phenylhydrazin findet man noch im elften Réhrchen der ersten Reihe 
und im neunten Réhrchen der zweiten Reihe typische Osazonkristalle. 
Bei Verwendung von weniger reinem Phenylhydrazin liegt die Emp- 
findlichkeitsgrenze naher zu 0,2 mg. Enthalt z. B. das vorletzte Réhrchen 
nicht nur vereinzelte, sondern eine gréBere Anzahl von Osazonkristallen, 
dagegen das letz#e Réhrchen keine, so diirfte dieses 0,15 mg Zucker 
enthalten. Die beiden obigen Osazonreihen kénnen, mit Paraffiné| 
iberschichtet, beliebig lange aufbewahrt werden. 


Beispiel einer Berechnung. 

Man findet z. B. ganz wenige Osazonkristalle im letzten, vierten 
Rébrehen (alle iibrigen Réhrchen sind frei von Kristallen) und das 
vorletzte enthalt reichlich solche, so entspricht die Zuckermenge im 
letzten RoOhrchen 0,2 mg. 

Das dritte Réhrchen enthalt demnach 0,4 mg 

+ Zweite *» 2 a 0,8 

+ erste ei *s fi 1,6 
In diesem Réhrchen ist aber von den 20 cem Fliissigkeit (in welcher 
der Abdampfriickstand aufgenommen wurde) 10 ccm enthalten: dem- 
nach enthalten die 20 cem = 1 ccm Urin = 3,2 mg Zucker. Fiir lOOcem 
Urin ergibt sich der Wert von 320 mg. Konnte man in der in gleicher 
Weise verarbeiteten Urinprobe von 1 cem und in 0,1 g Starke + 1 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung keine Osazonkristalle nachweisen, so 
bedeutet obige Zahl, daB 100 ccm Urin aus 10 g Starke 320 mg Glucose 


abzuspalten vermégen. Wenn der Urin und die Starke schon an und fiir 


sich zuckerhaltig sind, so kann nach Abzug der abgelesenen Werte 
der Abbau gleichwohl festgestellt werden. 

Die bisher ausgefiihrten Untersuchungen beziehen sich auf Falle, 
bei welchen zum Teil sichere Pankreasschadigungen, zum Teil Verdacht 
auf solche und schlieBlich Fille, bei welchen keine diagnostischen 
Anhaltspunkte fiir eine Pankreaserkrankung vorlag. Bei diesen Fallen 
wurden sowohl die Werte nach Wohlgemuth wie auch die verzuckernde 
Wirkung zahlenmaBig ermittelt. So ergaben sich z. B. bei einem Pan- 
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kreatitisfall Wohlgemuth-Werte zwischen 512 bis 4 und Diastasewerte 
von 400 bis 40. Bei diesem Fall waren haufig gute Ubereinstimmungen 
zwischen Wohlgemuth- und Diastasewerten zu konstatieren. Ebenso 


bei einer Pankreasschadigung nach uleus 128 Wohlgemuth und 
3040 Diastase. Ferner ein Fall von Ca. ventr. 128 Wohlgemuth und 
400 Diasiase. —- Ein weiterer Fall von Pankreatitis zeigte bei 8 bis 4 


Wohlgemuth-Werten 320 bis 160 Diastasewerte. Dann kam es zu eine1 
Glykosurie, wobei die Wohlgemuth-Werte zwischen 8 und 2 waren, 
die Diastasewerte fast stets negativ. Bei einer ganzen Reihe von Fallen 
konnten Wohlgemuth-Werte in normalen Grenzen zwischen 2 und 64, 
neben Diastasewerten von 60 bis 480 festgestellt werden. Alle Koutroll- 
fille, bei denen der Stoffwechsel als normal angesehen werden konnte, 
zeigten normale Wohlgemuth-Werte von 2 bis 64 und Diastasewerte 
von 20 bis 60. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB es mit der oben 
beschriebenen Methode méglich ist, auch in Urinen, welche negative 
Wohlgemuth-Reaktion zeigen, diastatische Wirkungen nachzuweisen. 

Interessantes Verhalten zeigten die von Fall zu Fall untersuchten 
menschlichen Blutsera. Diejenigen, bei welchen der Urin normale 
Wohlgemuth- und Diastasewerte zeigte, hatten auch im Serum normale 
Wohlgemuth-Werte, aber fast durchwegs war die verzuckernde Wirkung 
negativ. Eine solche Wirkung war nur in denjenigen Fallen mit Werten 
in der GréBe von 20 bis 40 mg nachweisbar, bei welchen auch im Urin 
starke diastatische Wirkungen vorhanden waren. 

Zum SchluB mégen noch einige bisherige Versuchsergebnisse mit 
Organsaften mitgeteilt werden. Das frisch erhaltene Organ wurde 
sofort durch die Hackmaschine getrieben, von dem frischen Brei 1 g 
gewogen, in einen MeBzylinder gebracht und bis 10 ccm mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung aufgefiillt. Sodann wurde das Gemisch in einer 
Reibschale fein zerrieben und hierauf zentrifugiert. 

Die zentrifugierten Organsafte wurden dann fiir die Diastaseprobe 
in gleicher Weise wie fiir Urin verarbeitet. 

Der starkste Abbau war beim Pankreas nachweisbar — 4800 
(oder 100g Organ vermégen 4800 mg Zucker abzuspalten). Dann 


folgen: Mite. 6 boc a ens . ote Ow 
NS a eee ee 
lr eee 800 
DE de oe oo ee a 500 
Herzgmuskel ........ os 200 


Von den driisigen Organen zeigten Lymphdriise, Speicheldriise, 
Schilddriise und Thymus einen Abbau zwischen 200 und 800. 

Gar keine verzuckernde Wirkung hatten Fettgewebe, quergestreifte 
Muskulatur und Gehirn. 
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Uber Beeinflussung von Drehung und Mutarotation der Glucose. 


Il. Mitteilung: 
Der Einflu8 einiger Salze und organischer Kérper. 


Von 
Ilans Norbert Naumann. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 15. September 1931.) 


Zwecks Vorbereitung eiweiBhaltiger Korperflussigkeiten zur opti- 
schen Untersuchung auf darin enthaltene Glucose ist der Zusatz eiweil- 
fallender Reagenzien iiblich, die zum Teil in das Filtrat tibergehen. 
Bei den praktisch wichtigsten EnteiweiBungsverfahren nach Folin-Wu 
und Michaelis-Rona ist Na,SO,, MgSO, oder ein anderer Elektrolyt 
in der zu polarisierenden Lésung vorhanden. Der EinfluB dieser sowie 
der meisten bekannteren anorganischen Salze auf Drehung und Muta- 
rotation der Glucose ist nun ziemlich genau bekannt besonders durch 
die eingehenden Arbeiten von Murschhauser'. Dennoch waren weitere 
Untersuchungen erforderlich zur Beantwortung spezieller Fragen be- 
treffend Mengenverhiltnis, Erhitzen und Verdampfen von Glucose- 
Salzlésungen?. 


1 Murschhauser, diese Zeitschr. 104, 214, 1920; 106, 23, 1920; 110, 
181, 1920; 117, 215, 1921; 125, 158, 1921: 128, 215, 1922; 186, 66, 1923. 

2 Die Versuchsbedingungen waren die gleichen, wie in der ersten Mit 
teilung dieser Arbeit (diese Zeitschr. 239, 434, 1931) angegeben: Lippich 
Apparat der Firma Schmidt & Haensch mit Trommelablesung fiir 0,001°. 
Halbschatten von 0,25°, Quecksilberlampe der Hanauer Werke. NiSO, 
Filter 5°4. 30mm, dm-Rohr. Beriicksichtigung der Deckglasspannung. 
1°, Glucose. 
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Tabelle I. 


KinfluB verschiedener Mengen von Salzen auf die Enddrehung der Glucose. 
Herstellung der Lésungen: a) 1g Glucose 2 Minuten in 25cem H,O ge- 
kocht, gekiihlt, Zugabe von Salz, auf 100 ccm aufgefiillt. b) 1g Glucose 
2 Minuten in 25ccem Salzlésung gekocht, abgekiihlt, mit Salzlésung auf 
100 cem auftgefiillt. Normale Drehung von 1°, Glucose [z]1Hg 59,8. 





Substanz Na Cl Nag SO, MgSO, KoS0, 
g a) b) a) b) a) b) a) b) 
1 598 591 59,8 60,2 60,2 59.9 58,9 594 
5 60.0 591 59,7 | 59,1 60.3 60,1 58,4 57.8 
s 58.6 
10 59,5 589 59,7 593 599 60,1 57.9 56.6 
20 59.9 538.9 59.8 | 59,7 69,5 ' 59,9 
30 59,9 59,9 
gesattigt 58,4 


Es wurde zunachst der EinfluB der haufigsten Elektrolyte in ver- 
schiedenen Konzentrationen auf die Enddrehung einer 1 °,igen Glucose- 
lésung untersucht. Die Salze wurden einerseits nach dem Aufkochen der 
Glucose zugegeben, andererseits vorher, so daB die Glucose zusammen mit 
dem Salz 2 Minuten gekocht wurde. Wie aus Tabelle | ersichtlich, bewirkt 
NaCl in starkerer Konzentration beim Aufkochen mit der Glucose eine ge- 
ringe Drehungsverminderung. Na,S QO, iibt einen ahnlich geringen Einflub 
in gesattigter Lésung aus, eine etwas starkere Drehungsverminderung be- 
wirkt K,SO,, und zwar in héherem MaBe bei gleichzeitigem Aufkochen 
mit der Glucose. Dagegen beeinfluBt MgSO, die Drehung auch in der 
Hitze nicht. 


Den EinfluB der gleichen Salze in hoher Konzentration auf die 
Mutarotation der Glucose zeigt Tabelle II. Die Geschwindigkeits- 
. konstanten des Mutarotationsablaufs in Aq. dest. und unter dem Ein- 
fluB von NaCl liegen etwas héher als die von Murschhauser an- 
gegebenen. Die Konstanten der Na,SO,- und MgSO,-Lésungen sind 
im Gegensatz zu der der NaCl-Lésung erhoht. 


Praktisch wichtig war fernerhin die Untersuchung des Einflusses 
der zur Verhinderung der Gerinnung iiblichen Salze, die im Filtrat 
gelést sind. Es wurde die gleiche, schon beschriebene Versuchsanordnung 
angewandt derart, daB die Salze in einer Menge von 2,0 g teils nach 
dem Aufkochen der Zuckerlésung zugesetzt wurden, teils vorher. Da, 
wie friiher erwihnt, bei Annahme eines Ablesungsfehlers von —- 0,005° 
als untere Grenze des Normalen ein Wert von 59,3 zu gelten hat, so 
sind die Drehungen bei NaF- und C,H,;O,Na,-Zusatz unbedeutend 
erniedrigt (Tabelle III). Bemerkenswert ist die ziemliche starke 
Drehungserniedrigung nach Aufkochen mit Natriumcitrat und der 
Umstand, daB die Werte nach 2 Stunden stets niedriger sind als die 
Enddrehungen. Es wurde ferner untersucht das meist zur Klarung 
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von Zuckerlésungen angewandte neutrale Bleiacetat!, das nur beim 
Autkochen mit der Glucose eine Gelbfarbung und Drehungsvermin- 
derung bewirkt. Basisches Bleiacetat setzt die Drehung schon in det 
Kalte stark herab, und fiihrt beim Erwarmen sofort zu einer Zersetzung 
der Glucose unter Bildung einer dunkelbraunroten Farbung, wie es 
von der Rubnerschen Probe her bekannt ist. 


Tabelle 11. 


Ablauf der Mutarotation unter dem EinfluB von Salzen. 





{a} y- Werte 
nach Murschhauser 
Na Cl Na, SO, MgSO, 5°), Glucose 
Nacl 


22,8 9/, 


Aq. dest 


20%) 6 gesittigt 26° 9 


119.6 112.5 114.1 108.9 112.4 
116.3 116.1 106.3 107,8 105.0 109.3 
100.0 109.5 91,6 92.7 90,04 100.8 
$2.6 95.6 75.6 72,$ 76,14 90,66 
72.6 86.3 65.1 65.7 67,81 $2.13 
67.7 79.9 63.4 62.4 62,25 74,88 
65.6 13,4 61.7 60.5 
63,4 56,69 66,34 
60.0 
61.3 60.3 54.47 
59,9 53,30 
59.7 59.8 59.5 52,80 
7.4 ; 9.9 10,6 6.72 


Tabelle 111. 


EintluB von gerinnunghemmenden Salzen und von Bleiacetat.  Her- 

stellung der Lésungen: a) 1g Glucose 2 Minuten in 25ccm H,0O ge- 

kocht, Zugabe von Salz, auf 100 cem aufgefiillt. b) 1g Glucose 2 Minuten 
in Salzlésung gekocht, mit Salzlésung auf 100 ccm aufgefiillt. 





2.0 NaF 2.0 CoO,Na | 2,0 C,H, O-Nag! 4.0 PHC 0, | 25c¢em bas. Blei- 
nF Ne Nie ‘ oH, 0; Nag} 4,0 Po CH, 0, acetat D.A.B.6 


b i b i b* a*® be 


59,0 58,9 60,0 59.8 60.4 54,7 
58.9 58.4 58.6 58,9 57,9 53,8 
oc 59,0 59.0 59.3 59.0 59.8 54,2 
* Lésung gelb. 
* Lisung dunkelbraunrot, nicht polarisierbar. 


Zur Konzentrierung kleiner Mengen Glucoselésung wurde in det 
vorangehenden Mitteilung das Verdampfen auf dem Wasserbad als 
unschadlich empfohlen. Es fragte sich nun, ob diese Methode auch 
bei Anwesenheit von Salzen anwendbar sein wiirde. 


1 ©’. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 424, 1910. 
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Tabelle 1V. 


Mutarotation des Ruckstands von Glucose-Salzlésungen nach Verdampfung 

auf dem Wasserbad. Herstellung der Lésungen: | g Glucose 2 Minuten 

in 25cem H,O gekocht, Zugabe von Salz, in Porzellanschale auf dem 
Wasserbad verdampft, Riickstand auf 100 ccm aufgefiillt. 





NaCl NagSO, MgsS0, NaF CyOgNag CgHs0;Naz CyHg O04 Pb 
10,0 10,0 10,0 20 20 20 40 
Gewicht des} aia ne oes . . — 
Réckstandes ||| 11,26 11,08 7,38 5.1 8.12 2.77 
15 Min. 67,4 
a « 52,2 11,7 
25 « 53.0 
30. OC, 66,0 61,9 60,8 
60, 63,5 60,3 51,7 52,0 60,3 11,2 
120 , 61,6 58,8 50,1 
180 . 59.4 58,0 51.5 59,2 99 
240, 57,3 
x 59,4 57,1 49,9 51.1 59,5 10.4 
( 5,7 5,5 
Lésung filtriert nicht rotbraun  dunkel- 
gelb ganz rotbraun, 
gelost nicht po- 
larisierbar 


Wie aus Tabelle 1V hervorgeht, bewirken samtliche erwihnten 
Salze mit Ausnahme von NaCl und Natriumoxalat eine zum Teil be- 
trichtliche Herabsetzung der Enddrehung. Dies gilt insbesondere auch 
vem MgSQO,, das beim Aufkochen mit Glucose keine Drehungs- 
beeinflussung ausiibte. Zersetzung trat ein beim Natriumcitrat und 
Bleiacetat, die einen Riickstand von rotbrauner Farbe bildeten. Die 
Mutarotationskonstanten von NaCl und Na,SQ, sind ferner ab- 
weichend von denen der entsprechenden Glucose-Salzlisungen. 

Beim Verdampfen im Vakuum findet eine Herabsetzung der End- 
drehung nur durch Hitzeeinwirkung bei beginnender Eindickung statt 


Tabelle V. 


Mutarotation des Riickstands von Glucose-Salzlésungen nach Verdampfung 
im Vakuum. Herstellung der Lésungen: 1 g Glucose 2 Minuten in 25 ccm 
H,O gekocht, Zugabe von Salz, in den Verdampfungskolben tibergespiilt, 
im Vakuum bei etwa 20° verdampft, Riickstand auf 100 ccm aufgefiillt. 





Min. rey aon Cg HO Na; (, ty Pb 
15—30 59,7 61.6 61,7 
60 59.6 60.9 59.9 
120 58,5 59,4 59,5 
oo 58,9 59,2 59,5 59,3 
| schlecht 


sichtbar 
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und wird vermieden, wenn, wie friiher hervorgehoben, fiir rechtzeitige 
Herabsetzung der Temperatur des Wasserbades auf etwa 40° Sorge 
getragen wird. Die Geschwindigkeitskonstanten sind bis auf die bei 


Natriumoxalatzusatz erhdht. 


Tabelle VI. 
Einflu8 von Essigséure und Alkohol. Herstellung der Losungen: | g Glucose 
in 25cem H,O gelést, | bis 50cem Essigsiure bzw. 99°% igen Alkohol 
zugefigt, 2 Minuten gekocht, auf 100 ccm aufgefiillt. 





Zugefiigte 
Substanzmengen Essigsiure Alkohol 
Issigsi 
ecm 


1 61,1 61.3 
D 61.5 61,5 
10 62,2 62.6 
50 65.9 64.1 


Zu denjenigen organischen Substanzen, die haufig als Zusatz zu 
wasserigen Zuckerlésungen oder als Lésungsmittel verwandt werden, 
gehéren Essigsiure und Alkohol. Die erstere dient meist zur Herstellung 
einer geringen Aziditat, die, wie friiher erwahnt, nach Bickel zur Ver- 
,meidung von Verlusten bei langerem Kochen erforderlich ist. Der 
Alkohol wird haufig zur Trennung des Zuckers von gleichzeitig ge- 
lésten Substanzen benutzt durch Aufnehmen von Riickstanden. Die 
Tabellen VIT bis IX ergeben, daB beide Kérper Drehungsanderungen 
bewirken. Bei kurzer Hitzeeinwirkung findet sowohl bei Zusatz 
von Essigsiure als auch Alkohol eine Erhéhung der Enddrehung 
statt. Bei vollkommener Verdampfung im Vakuum bewirkt Essig- 
siure eine Verminderung der Drehung, wahrend Alkohol in ge- 
ringen Mengen ohne EinfluB ist. Bei Verdampfung auf dem Wasser- 
bad ist die Drehungsverminderung durch Essigsiure die gleiche wie 
im Vakuum, der Alkohol dagegen bewirkt eine geringe Erhéhung der 


Tabelle VII. 


EinfluB von Essigsiure und Alkohol bei Verdampfung im Vakuum. Her- 

stellung der Lésungen: 1 g Glucose 2 Minuten in 25cem H,O gekocht, 

leem Essigsiure bzw. Alkohol zugefiigt, im Vakuum bei etwa 20° zur 
Sirupdicke eingedampft, auf 100 ccm aufgefiillt. 





Zeit —_ 
nach dom Lisen Essigsiure Alkohol 


20—30 Min. 61,3 59.8 
60 e 60,1 59,2 
120 e 59,0 58.5 
180 59,1 58.4 
fore) 58.8 59,3 
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Enddrehung. Bemerkenswert ist ferner die allmahliche Abnahme der 
einzelnen Werte der Mutarotationskonstanten des Essigséure-Glucose- 
Riickstandes und die geringe Erhéhung des Durchschnittswertes. 
Das Verhalten der Essigsiure diirfte in Zusammenhang 2u_bringen 
sein mit der Tatsache, daB nach Hudson und Dale! Essigsiurezusatz 
und Verdampfung auf dem Wasserbad die beste Methode zur Gewin- 
nung von £-Glucose darstellt. Beziiglich des Einflusses des Alkohols 
ist bekannt, daB alkoholische Glucoselésungen starker drehen bei ent - 
sprechender Verringerung der Mutarotation, ein Umstand, der zim 
Stiitzung der Fischerschen Hydrattheorie der Mutarotation heran- 
gezogen worden ist. 


Tabelle VIII. 


EinfluB von Essigsiéure und Alkohol nach Verdampfung auf dem Wasserbad. 

Herstellung der Lésungen: 1 g Glucose 2 Minuten in 25 cem H,O gekocht, 

leem Essigsiure bzw. Alkohol zugefiigt, auf dem Wasserbad zur Trockne 
verdampft, auf 100 cem aufgefiillt. 





Essigsiure- Alkohol- Normale 
zusatz zusatz Mutarotation 
Gewicht 
des 1.0997 1,0305 
tuckstandes 
13—14 Min. 119.5 102,7 — 
20 p 101,0 98,8 107.6 
30,Cti«, 88,2 92,0 100,0 
60 ss 72,6 78,2 82,6 
90 " 65,7 69.4 72,6 
120 ee 63,8 66,2 67.7 
150 s 62,1 64,1 65.6 
180 - 61,2 62.1 63,4 
240, 60,7 60,8 61,3 
300 S 60.4 60.0 59.9 
} oc 58,8 60,4 59,7 
C 11,9 8.0 74 


Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung von besonderem Inter- 
esse war die Frage, ob die normalerweise in den Kérpersaften gelésten 
und in das eiweiBfreie Filtrat tibergehenden organischen, optisch in- 
aktiven Substanzen die Drehung der Glucose beeinflussen wiirden. Es 
kommen hauptsachlich in Betracht Harnstoff, Harnséure, Kreatin und 
Kreatinin. Wie aus Tabelle VII hervorgeht, iiben Harnstoff und Kreatin 
keinea Einflu8 auf die Drehung aus. Die Herabsetzung der Drehung 
durch Harnsaure ist auf Rechnung von Li,CO, zu setzen, das zwecks 
Lésung der Harnséure zugegeben wurde und allein schon die gleiche 


1 BE. F. Armstrong. The simple Carbohydrates and the Glycosides, 8. 42. 
London 1924. 
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Wirkung besitzt. Um den EinfluB der Harnsiure als solcher und gleich- 
zeitig denjenigen samtlicher tibrigen im Koérper vorkommenden Sub- 
stanzen zu prifen, wurde Glucose in normalem Harn gelést und 
2 Minuten gekocht. Unter Beriicksichtigung der Linksdrehung des Harns 
war die Enddrehung normal, abnorm dagegen die geringere Anfangs- 
drehung. 

Tabelle IX. 


EinfluB organischer Substanzen. Herstellung der Lésungen: 1 g Glucose 
mit der Substanz in 25cem H,O 2 Minuten gekocht, auf 100 ccm auf- 
gefiillt. 





Lig CO; 1,0 Glucose 

in Harn 
nach dem Kochen | gekocht, 
. , der Glucose mit Harn 
2Min. gekocht zugegeben aufgefiillt 


Harnstoff Kreatin Harnsiure 1,0 ————— 
2,0 1,0 + LigC030,5 mit Glucose 


1Std. | 61,1 60,6 38,6 — 54 57,8 58,2 
me « 59,8 59,6 36,5 | — 5,7 54,9 59,6 
Lésung nicht ganz 
gelb gelost 


Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen kann dahin zu- 
sammengefaBt werden, das durch die bei den iiblichen EnteiweiBungs- 
methoden in das Filtrat iibergehenden Salze Natriumsulfat und Magne- 
siumsulfat ein meBbarer EinfluB auf die Drehung der Glucose unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen nicht ausgetibt wird, daB bei 


Verwendung der gebrauchlichen, die Blutgerinnung hemmenden Salze 
Natriumfluorid, Natriumoxalat und Natriumcitrat und des zur Klairung 
dienenden Bleiacetats in der Kalte cine Beeinflussung der Drehung nicht 
stattfindet, daB ferner sowohl Essigsiure als auch Alkohol die Drehung 
dex Glucose meist beeinflussen und daB endlich ein EinfluB der in den 
K6rpersaften normalerweise gelésten Substanzen auf die Enddrehung 
der Glucose nicht nachweisbar ist? 


1 Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft, der ich auch an dieser Stelle meinen besten 
Dank ausspreche. 
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Verhalten des d, l-a-Naphthyl-alanins im Tierkérper. 


Von 
E. Friedmann. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 16. September 1931.) 


7. Kikkoji* hat nach Verfiitterung von d, l-«-Naphthyl-alanin an 
Hunde aus dem Harn der Versuchstiere eine Substanz isoliert, deren 
Stickstoffgehalt gréBer als der des Ausgangsmaterials war. Ihre Kon- 
stitution ist nicht aufgeklart worden. Ich habe diese aus dem Jahre 1911 
stammenden Versuche meines friiheren Mitarbeiters wieder aufgenommen, 
weil in Hinblick auf die bekannten Ergebnisse von Thierfelder und 
Sherwin? das Auftreten stickstoffreicher Substanzen im Harn erneut 
Interesse bot. 

Die Untersuchung ergab, daB die von Kikkoji aus Hundeharn 
nach Verfiitterung von d, l-x-Naphthyl-alanin erhaltene Substanz die 
Uraminoséure des «-Naphthyl-alanins war. 

Die Darstellung des Ausgangsmaterials, des d, l-«-Naphthyl- 
alanins konnte unter Benutzung der Erfahrungen von C. R. Harington 
und W. McCartney gegeniiber der Arbeitsweise von Kikkoji verbessert 
werden. Die Isolierung des von Kikkoji erhaltenen Umwandlungs- 
produktes des d, l-«-Naphthyl-alanins aus Hundeharn wurde erheblich 
vereinfacht. Ferner wurde festgestellt, daB dieselbe Substanz auch 
im Kaninchenharn nach Fiitterung von d, l-«-Naphthyl-alanin auftritt. 
Die Ausbeute an Séure vom Schmelzpunkt 205 bis 206° aus Hundeharn 
betrug 40,2 und 42,1%, aus Kaninchenharn 40,1%. 

Die Ermittlung der Bruttoformel der neuen Substanz stieB auf 
Schwierigkeiten. Pei der Analyse wurden Zahlen erhalten, die zwar 
gute Ubereinstimmung mit den Werten von Kikkoji zeigten, jedoch 
keine einfache Deutung zulieBen. Die Molekulargewichtsbestimmung 


1 1. Kikkoji, diese Zeitschr. 35, 57, 1911. 
2 H. Thierfelder u. C. P. Sherwin, B. 47, 2630, 1914. 
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nach Rast! konnte nicht ausgefiihrt werden, da die Substanz in Campher 
unléslich war. Die Molekulargewichtsbestimmung nach Barger- Rast? 
ergab dagegen einen Wert, der auf eine einfach zusammengesetzte 
Verbindung hinwies. Dieser Befund im Zusammenhang mit den chemi- 
schen Eigenschaften der Substanz fihrte zu der Vermutung, daB die 
isolierte Saiure die Uraminosaiure des «-Naphthyl-alanins ware. Die 
Leichtigkeit, mit der die Saiure vom Schmelzpunkt 205 bis 206° in ihr 
Anhydrid vom Schmelzpunkt 262 bis 263° iiberging, entsprach dieser 
Vorstellung: 


—CH,—CH—NH—CO—NH, / —CH,.CH—NH 
7 | —" ——- | >CO., 
COOH CO—NH 


Zur Priifung dieser Annahme wurde die Synthese der «-Naphthyl- 
alanin-hydantoinsdéure ausgefiihrt. Die Analyse der synthesischen 
Uraminosdure machte ahnliche Schwierigkeiten wie die Analyse der 
aus dem Harn isolierten Saure. Erst nach Uberfiihrung des synthe- 
tischen Produktes in das Anhydrid und Reinigung dieses durch Subli- 
mation im Hochvakuum wurden befriedigende Analysenwerte erhalten. 
Das gleiche Verfahren — Uberfiihrung in das Anhydrid und Reinigung 
dieses durch Sublimation im Hochvakuum — auf die aus dem Harn 
isolierte Substanz angewandt, fiihrte auch hier zum Ziel. Das sublimierte 
Anhydrid ergab bei der Analyse die fiir das Hydantoin des «-Naphthyl- 
alanins verlangten Werte. 

Der direkte Vergleich der aus dem Harn (Kaninchen und Hund) 
gewonnenen Substanz mit der synthetischen Uraminosiure des 
a-Naphthyl-alanins ergab die Identitat beider. Ebenso erwies sich das 
Anhydrid der aus dem Harn dargestellten Saure als identisch mit dem 
Hydantoin des «-Naphthyl-alanins. 

Die bereits erwahnte Beobachtung, daB von dem _ verfiitterten 
a-Naphthyl-alanin etwa 40°, als Uraminoséure aus dem Harn der 
Versuchstiere isoliert werden konnte, legte die Vermutung nahe, daB 
die ein asymmetrisches Kohlenstoff fiihrende Substanz im Tierkérper 
in die optischen Antipoden gespalten wurde, und da das isolierte 
Produkt in der Hauptmenge dem einen Antipoden entsprach. Eine 
Entscheidung hieriiber konnte weder durch Untersuchung der isolierten 
Saure noch ihres Anhydrids erbracht werden. Zwar zeigte die Saure, 
in ammoniakalischer Lésung gepriift, deutliche Rechtsdrehung, aber 


' K. Rast, B. 55, 1051, 3727, 1922. 
2 G. Barger, B. 37, 1754, 1904; Abderhaldens Handb. d. biochem. 
Arbeitsmethod. 8, 1, 1915; Soc. 87, 1042, 1905; K. Rast, B. 54, 1979, 1921. 
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das Anhydrid war, in Pyridin polarisiert, optisch inaktiv. Die Hydantoin- 
siure ware demnach durch Uberfiihrung in das Hydantoin racemisiert 
worden. Diese leichte Racemisierbarkeit von Hydantoinen mit enolisier- 
barem Wasserstoff am Asymmetriezentrum, _ -CHR=— ener R, 


entspricht chemischer Erfahrung. Sie ist r* von i. D. Dakin’ 
beobachtet und von S. Kallenberg? in der Gruppe der Pseudothio- 
hydantoine, der Rhodanine und der Diketo-thiazolidine untersucht 
worden. 

Die Klarstellung der Konstitution der aus dem Harn nach Ver- 
fiitterung von a-Naphthy!] alanin erhaltenen Substanz als «-Naphthyl- 
alaninhydantoinsdure veranlaBte die Priifung, ob die Hydantoinsaéure 
bereits im nativen Harn enthalten oder erst bei der Aufarbeitung durch 
Einwirkung von Harnstoff auf «-Naphthyl-alanin entstanden wire. 
Es konnte leicht gezeigt werden, daB die Hydantoinsaiure erst beim 
tindampfen des Harns gebildet wurde und im nativen Harn nicht 
vorhanden war. Jedoch konnte der direkte Beweis, dab «-Naphthy]l- 
alanin unverandert im Harn vorhanden war, nicht erbracht werden, 
da seine Isolierung weder als B-Naphthalinsulfo- noch als p-Toluolsulfo- 
derivat gliickte. 

Das physiologische Resultat dieser Untersuchung besteht in dem 
Nachweis, daB «-Naphthvl-alanin, an Kaninchen und Hunde verfiittert, 
zum gro8en Teil unveraindert zur Ausscheidung gelangt. Unter den 
aromatischen, nicht kernoxydierten Derivaten des «-Alanins ist es 
derjenige Abkémmling, der sich unter vergleichbaren Versuchsbedin- 
gungen als am schwersten angreifbar gezeigt hat. Die Zusammenstellung 
dieser Substanzen, nach ibrer Angreifbarkeit geordnet, ergibt folgende 
Reihe: 

d, l-Phenylalanin® > d, ]-B-Naphthyl-alanin* > d, l-«-Naphthyl-alanin. 


Die Reihe zeigt, daB beim Eintritt eines aromatischen Substi- 
tuenten in das Molekel des Alanins der Abbau des substituierten Alanins 
im Tierkérper nicht mehr allein vom Alaninrest bestimmt wird, sondern 
daB der aromatische Substituent auf die GréBe des Abbaues EinfluB 
gewinnt. Hierbei ist allerdings die Konfiguration nicht beriicksichtigt 
worden, von deren Beachtung zwar weitere Aufschliisse zu erwarten 
sind, die jedoch allein nicht ausreichen kénnen, um die véllige Ver- 
brennbarkeit des d, 1-Phenylalanins und die 40°,ige Unangreifbarkeit 
des d, 1-x-Naphthyl-alanins zu erklaren. 


1 H. D. Dakin, Amer. chem. Journ. 44, 48, 1910. 

2 §. Kallenberg, B. 50, 90, 1917; 52, 2157, 1919; 56, 316, 1923. 
3 C. Schotten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 63, 1883. 

4 T. Kikkoji, 1. c. 8S. 85; W. Tiirk, diese Zeitschr. 55, 447, 1913. 
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Durch dieses Ergebnis wird auch ein physiologisches Interesse auf 
die von W. Schlenk und E. Bergmann! entwickelte Vorstellung gelenkt, 
nach der die Valenzbeanspruchung durch die Naphthyl- und die Phenyl- 
gruppe am naphthylierten und phenylierten Kohlenstoffatom ver- 
schieden ist, eine Vorstellung, die bei einer spiteren Gelegenheit aus- 
fiihrlich diskutiert werden soll. 


1. Darstellung des d, l-x-Naphthyl-alanins. 

d, l-x-Naphthyl-alanin habe ich wie Kikkoji® nach der von EL. Erlen- 
meyer jun.® fiir die Synthese des Phenylalanins angegebenen Methode 
dargestellt. Das hierbei gebildete Azlakton der B Naphthyl [«]-benzoyl- 
a-amino-akrylsdure wurde nach dem eleganten, von C. R. Harington 
und W. McCartney* angegebenen Verfahren gleichzeitig reduziert und 
hydrolysiert. Das von den genannten Autoren benutzte Essigsdure- 
anhydrid konnte ohne EinbuBe an Ausbeute durch Eisessig ersetzt 
werden. Die nach C. R. Harington und W. McCartney erhaltene Re- 
aktionsflissigkeit lieferte nach Entfernung des Phosphors beim Er- 
kalten unmittelbar das schwerlésliche Jodhydrat des d, l-«-Naphthyl- 
alanins. Aus diesem wurde die freie Aminoséure und aus dieser das 
fiir die Fiitterungsversuche verwendete Chlorhydrat des d, l-«-Naphthyl- 
alanins gewonnen. 

a-Naphth-aldeh yd. 

Die Darstellung des «-Naphth-aldehyds erfolgte nach dem Ver- 
fahren von F. Bodroux§ aus «-Bromnaphthalin, Magnesium und Ortho- 
ameisensaureester. Die von Bodroux erhaltene Ausbeute von 33,3°, 
konnte durch Einhalten der folgenden Versuchsbedingungen auf 53,5°,, 
erhéht werden (Mittel von 14 Versuchen). 

32g «-Bromnaphthalin, 4,8 g Magnesium, 10cem absoluter Ather 
und ein Kérnchen Jod werden in der iiblichen Weise 30 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt. Wahrend dieser Zeit wird wiederholt absoluter Ather 
in kleinen Portionen hinzugefiigt (fiinfmal je 5 ccm). Das ausgeschiedene, 
feste Reaktionsprodukt wird durch Destillation vom Ather befreit, mit 
30 ccm Toluol iibergossen und bei 115 bis 125° (Temperatur des Bades) 
innerhalb 30 Minuten mit 30ccm Orthoameisenséureester tropfenweise 
versetzt. Nach einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wird das 
Gemisch in einen groBen Scheidetrichter iiberfiihrt und die gebildete 


Magnesiumverbindung durch allmahlichen Zusatz von 150cem 2n Salz- 
sdure zersetzt. Das erhaltene Ol wird mit wenig Ather verdiinnt, das ganze 


1 W. Schlenk u. BE. Bergmann, A. 478, 42, 1930. 

2 I. Kikkoji, loc. 8. 66. 

3 EB. Erlenmeyer jun., Ann. d. Chem. u. Pharm. 275, 18, 1893. 

4 C. R. Harington u. W. McCartney, Biochem. Journ. 21, 852, 1927. 

5 F. Bodroux, Bull. soc. chim. [3] 31, 585, 1904; W. Schlenk u. E. Berg- 
mann, A. 479, 42, 1930. 
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tiichtig durchgeschiittelt, die gewonnene Ather-Toluollésung griindlich aus- 
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Ather und Toluol werden 
aus einem Metallbad (Temperatur des Bades bis 160°) abdestilliert. Das 
hinterbleibende Acetal wird mit 150 cem verdiinnter Schwefelséure (30 cem 
konzentrierte Schwefelsiure, 120 ccm Wasser) 1 Stunde am _ RiickfluB- 
kiihler gekocht. Der in Freiheit gesetzte Aldehyd wird der Reaktions- 
fliissigkeit mit Ather entzogen, vom Ather befreit, mit einer warmen, kauft- 
lichen, reinen Bisulfitl6sung in kleinen Portionen versetzt und das Gemisch 
anhaltend geschiittelt. Nach Stehen iiber Nacht schwimmt das halbfeste 
Reaktionsprodukt auf der Bisulfitlésung. Es wird mit Ather angeriihrt, 
abgesaugt, mit Ather ausgewaschen und an der Luft getrocknet. Die Bisulfit- 
verbindung des «-Naphth-aldehyds hinterbleibt hierbei als fast farbloses 
Kristallpulver. Ausbeute 53,5 °. 

Zur Gewinnung des freien «-Naphth-aldehyds aus der Bisulfitverbindung 
wird diese mit der 2'/,fachen Menge 2n Schwefelséure in der Warme 
zerlegt und der Aldehyd mit Ather aufgenommen. Die atherische, mit 
Natriumsulfat getrocknete Aldehydlésung hinterliBt nach Abdestillieren 
des Athers den gesuchten x-Naphth-aldehyd in einer Ausbeute von 75,5° 
(Mittel von 8 Versuchen). 


Ebenso wie Kikkoji benutzte ich diesen Rohaldehyd sofort zur 
Kondensation. 


Azlakton der B-Naphthyl[ a] -benzoyl-«-amino-akrylsdure. 

Um die von Kikkoji erzielte Ausbeute zu erhalten, habe ich die 
Menge des zur Kondensation benutzten Essigsaureanhydrids erhéhen 
(80 ccm Essigséureanhydrid fiir 29 bis 30g Rohaldehyd) und statt 
3 Stunden 6 bis 7 Stunden im Wasserbad erhitzen miissen. Das Re- 
aktionsgemisch wurde nach Stehen tber Nacht mit 50 ccm Methyl- 
alkohol versetzt und das ausgeschiedene Azlakton abgesaugt. Ausbeute 
51°%, (Mittel von vier Versuchen) gegen 52°, von Kikkoji. 

Aus den methanol-eisessighaltigen Mutterlaugen konnte der nicht 
in Reaktion getretene Aldehyd fast quantitativ als Bisulfitverbindung 
zuriekgewonnen werden. 


d, l-a-Naphthyl-alanin-jodh ydrat. 


20 g Azlakton, 20 g roter Phosphor, 120 ccm Eisessig und 100 g Jod- 
wasserstoffsiure (spezifisches Gewicht 1,7) werden miteinander gemischt 
und das ganze 13/, Stunden in lebhaftem Sieden gehalten. Darauf wird 
die heiBe Lésung durch eine Sinterglasnutsche abgesaugt und der zuriick- 
bleibende Phosphor griindlich mit heiBem Eisessig ausgewaschen. Beim 
Abkiihlen des Filtrats beginnt bereits die Kristallisation des Jodhydrats 
in breiten Nadeln. Sie ist nach Stehen iiber Nacht im Eisschrank beendet. 
Das ausgeschiedene Jodhydrat wird abgesaugt und mit Fisessig ausgewaschen. 
Ausheute 22,2 g oder 96,5°%, der Theorie. 


Der gleiche Ansatz mit 115 ccm Essigsdureanhydrid an Stelle des 
Eisessigs lieferte ebenfalls 22,2 g Jodhydrat. 

Die Reinigung des Jodhydrats erfolgte durch Umkristallisieren aus 
Eisessig oder aus Wasser. Hierbei wird das Jodhydrat aus Eisessig 
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in glitzernden, breiten Nadeln oder sechsseitigen Blattchen gewonnen. 
Sie sind kristallwasserfrei. Aus Wasser kristallisiert das Jodhydrat 
in Drusen feiner, verfilzter Nadeln von stumpfem, kreidigen Aussehen. 
Sie enthalten 1 Molekel Kristallwasser. 

Analysenreines, kristallwasserfreies Jodhydrat wurde durch zwei- 
maliges Umlésen aus der 20fachen Menge Eisessig gewonnen. Es zeigte 
nach dreitatigem Liegen an der Luft in feingepulvertem Zustand, bei 
105 bis 110° getrocknet, keinen Gewichtsverlust. 

3,554 mg Substanz: bei 50 bis 60° im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet; kein Gewichtsverlust, 1,315 mg Jod. 

C,3H,,;NO,, HJ. Ber.: J 37,0%. Gef.: J 37,0%. 

Kristallwasserhaltiges Jodhydrat wurde durch zweimaliges Um- 
kristallisieren aus der achtfachen Menge Wasser erhalten. Es wurde 
nach 24stiindigem Liegen an der Luft fein gepulvert und am nachsten 
Morgen eingewogen. 

Die Kristallwasserbestimmung wurde bei 105 bis 108° ausgefihrt. 


0,2553 g Substanz geben 0,0128 g H,O. 

Ci3HjNO,, HJ + H,O. Ber.: H,0 4,97°%. Gef.: H,O 5,01 %. 

Das Jodhydrat des d, l-x-Naphthyl-alanins ist in Wasser und Eis- 
essig in der Kalte schwer, in der Warme leicht léslich. Beim 
Lésen des kristallwasserfreien Jodhydrats in Wasser findet Warme- 
aufnahme statt. In kaltem Methyl- und Athylalkohol sowie in kaltem 


Aceton ist es leicht léslich. Es ist schwer léslich in kaltem und warmem 
Ather, unléslich in kaltem und warmem Chloroform, Tetrachlorkohlen- 
stoff, Benzol, Toluol und Xylol. Beim Erwarmen des Jodhydrats mit 
Toluol farbt sich dieser durch Jodausscheidung schwach violett, mit 
Xylol erwarmt, wird intensive Violettfairbung erhalten. 

Es schmeckt stark suB. 


d, l-x-Naphthyl-alanin. 


22 g kristallwasserfreies Jodhydrat werden mit 60 ccm Wasser von 19° 
iibergossen. Unter Abkiihlen des Lésungswassers auf 14° verwandelt sich 
die Substanz in einen voluminésen, schneeweiSen Kristallbrei, der sich 
beim Erwiirmen auf dem Wasserbad zu einer schwach gelblichen Fliissigkeit 
lést. Die Lésung wird heiB filtriert, und das Filter mit 40 ccm heiBen 
Wassers in kleinen Portionen ausgewaschen. Filtrat und Waschwasser 
werden vereinigt und in der Warme mit einer filtrierten Lésung von 1) g 
Natriumacetat in 30ccm Wasser versetzt. «-Naphthyl-alanin scheidet 
sich sofort farblos aus. Nach dem Erkalten wird es abgesaugt, mit 50 ccm 
Wasser, darauf mit Alkohol, der gelbgefarbte Verunreinigungen aufnimmt. 
ausgewaschen und an der Luft getrocknet. Es wird als schneeweiBes, 
kreidiges Kristallpulver erhalten. Ausbeute 11,9 g oder 86,1 °., der Theorie. 


Wird auf die Filtration des gelésten Jodhydrats verzichtet und die 
mit Natriumacetat gefillte Aminoséure erst nach 24stiindigem Stehen 
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in der Kalte abgesaugt, wobei das Auswaschen mit 20 com Wasser und 
50 ccm Alkohol vorgenommen wird, so kann die Ausbeute auf 95,9°%, 
erhoht werden. 

Die Reinigung des a-Naphthyl-alanins erfolgte durch wiederholtes 
Lésen in 2n Salzsiure und Ausfillen mit Natriumacetat. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 80° getrocknet. 


4,801 mg Substanz gaben 12,790 mg CO, und 2,59mg H,O, 
3,140 ,, a - 0,178cem N (20°, 761 mm). 


C13HjsNO,. Ber.: C 72,52 %, H 6,09 %, N 6,51 %. 

Gef.: C 72,70 %, H 6,04 %, N 6,52 %. 
a-Naphthyl-alanin kristallisiert bei langsamer Ausscheidung in 
seidenglinzenden, diinnen, farblosen, rhombischen Blattchen, die bei 
254 bis 255° (unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. Es lést sich in 
warmem, 96°,igem Alkohol. In Brombenzol lést es sich in der Warme, 
ohne sich beim Erkalten wieder abzuscheiden. In Nitrobenzol ist es 
in der Warme léslich, beim Erkalten fallt es gallertig aus. In Eisessig 
gelést, findet auf Zusatz von konzentrierter Jodwasserstoffsiure beim 

Stehen priachtige Kristallisation statt. 

Beim Abrauchen der Aminoséure mit Salzsiure und Kalium- 
chlorat wird ein orangegelber Riickstand erhalten, der beim Betupfen 
mit Ammoniak schwarz wird. 

d, l-x-Naphthyl-alanin schmeckt intensiv siiB. 


d, l-~-Naphthyl-alanin-chlorhydrat. 
10g Aminoséiure werden in 25cem 2n Salzsiure und 25 ccm 
Wasser in der Warme gelést. Beim Erkalten kristallisiert das Chlor- 
hydrat in Blattchen und breiten Nadeln. Sie werden nach mehr- 
stiindigem Stehen in der Kalte abgesaugt, mit 20 ccm n Salzsaure aus- 
gewaschen, scharf abgepreBt und an der Luft getrocknet. Die Ausbeute 
ist quantitativ. 


2. d, l-x-Naphthyl-alanin-hydantoinsiure. 


Die Synthese der «-Naphthyl-alanin-hydantoinsaure erfolgte nach 
der Methode von F. Lippich' durch Kochen des «-Naphthyl-alanins 
in wasseriger Suspension mit Kaliumcyanat. Die Uraminosdure des 
B-Naphthyl-alanins hat W. irk? durch Einwirkung von Harnstoff 
auf B-Naphthyl-alanin in Gegenwart von Barythydrat® erhalten, 
wihrend der Versuch, B-Naphthyl-alanin-sulfat mit Kaliumcyanat 
umzusetzen, nur unverinderte Aminosiure lieferte. 


1 F. Lippich, B. 41, 2982, 1908. 
2 W. Tiirk, diese Zeitschr. 55, 477, 1913. 
3 F. Lippich, 1. c. 8. 2979. 
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Zur weiteren Charakterisierung der Uraminoséure des «-Naphthyl- 
alanins wurde diese in das Anhydrid iiberfiihrt. Dies gelingt bereits durch 
Kochen mit Eisessig. 

Die Analysen der Uraminosiure wie ihres Anhydrids zeigten un- 
erwarteter Weise keine scharfe Ubereinstimmung zwischen den ge- 
fundenen und den berechneten Werten. Als beobachtet wurde, daB 
das Anhydrid im Hochvakumm unzersetzt sublimiert, wurde versucht, 


das Anhydrid durch Sublimation im Hochvakuum zu reinigen. Es gelang 
nach diesen Verfahren, das Kohlenstoffdefizit, das den bisherigen 


Analysen anhaftete, zu beseitigen. 


d, l-x-Naphthyl-alanin-hydantoinsdure. 


5g d,l-«-Naphthyl-alanin werden in 250ccem siedenden Wassers 
suspendiert. Die heiBe Fliissigkeit wird mit 2 g Kaliumcyanat (ber. 1,87 g) 
versetzt und unter Zerdriicken der am Boden befindlichen Aminoséure 
so lange gekocht, bis eine nur leicht getriibte Lésung erhalten wird. Diese 
wird durch 5 Minuten langes Erwaérmen mit Tierkohle geklart. Das blanke, 
schwach gelbliche Filtrat wird zum Sieden erhitzt und mit 30 ccm n Essig- 
siure versetzt. Die Fliissigkeit bleibt zunachst klar. Beim Abkiihlen 
scheiden sich lange, feine Nadeln aus, die teils frei, teils biischelf6rmig 
angeordnet sind. Beim weiteren Erkalten erstarrt das ganze zu einem Filz- 
werk feiner Nadeln. Sie werden nach Stehen iiber Nacht abgesaugt, zuerst 
mit n Essigséure, darauf mit Wasser ausgewaschen. Die erhaltenen Kristalle 
sind farblos, die stark schiumende Mutterlauge ist leicht gelb gefirbt. 

;: wv ee att c 
Es werden 4,4g Hydantoinséiure, entsprechend 73,7 °5 der Theorie, er- 
halten. Schmelzpunkt 202° (unkorr.) unter Aufschiumen zu einer rasch 
erstarrenden Fliissigkeit (geschlossene Kapillare). 

Zur Analyse wurde die zweimal aus heiBem Wasser umkristallisierte 
Substanz 6 Stunden bei 110° und 11 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 
3,560 mg Substanz gaben 8,425mg CO, und 1,86 mg H,0O, 

3.387 ,, . » (42 » O%. » 17%. MO. 
3,141 ,, ve » 0,841 cem N (22°, 728mm). 
C,H, N,O;.  Ber.: € 65,1 °5, H 5,59 °, N 10,90 %. 
Gef.: C 64,6 °, H 5,85 °, N 11,08 %5, 
C 64,6 %, H 5,7 %. 

d, l-«-Naphthyl-alanin-hydantoinséure scheidet sich aus Wasser 
in kreidigen Massen ab, die aus feinen, Dellen fiihrenden Kugeln be- 
stehen. Die Kugeln sind teils frei, teils in Geldrollen angeordnet und 
treten haufig in Zwillingsformen auf. 

Die Uraminosaure lést sich schwer in kaltem, leichter in warmem 
Methyl- und Athylalkohol. Sie ist unléslich in kaltem und warmem Ather, 
Essigéther, Petrolather, Aceton, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, 


Benzol, Toluol und Xylol. In Campher ist sie auch in der Warme unléslich. 


d, l-a-Naphthyl-alanin-hydantoin. 
0,5 g Uraminosdéure des d,1-x-Naphthyl-alanins werden in 15 ccm 
Eisessig in der Warme gelést. Die Lésung wird 1°/, Stunden auf dem 
Drahtnetz gekocht. darauf in der Warme mit 30ccm Wasser versetzt. 
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Schon wahrend des Wasserzusatzes scheidet sich das Anhydrid in prachtigen 
Kristallen aus. Sie werden nach Stehen iiber Nacht abgesaugt und mit 
30 ccm Wasser ausgewaschen. Ausbeute 0,47 g, entsprechend 94°, der 
Theorie. 

Zur Analyse wurde die Substanz zweimal aus viel 96°,igem Alkohol 
(20 bis 25cem 96°, igen Alkohols fiir 0,1 g Substanz) umkristallisiert und 
6 Stunden bei 110° und 11 mm itiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

3,520 mg Substanz gaben 8,95mg CO, und 1,645mg H,O, 
3,701 ,, a » 0,407cem N (21°, 726mm). 
Cy44Hy2N,0,. Ber.: C 70,0 %, H 5,0%, N 11,7%. 
Gef.: C 69,4°6, H 5,2, N 11,9%. 

Die Substanz schmilzt, in geschlossener Kapillare erhitzt, nach 
vorherigem Sintern und Erweichen bei 262 bis 263° unter Gasent- 
wicklung und teilweiser Sublimation zu einer hellgelben Fliissigkeit, 
die nach dem Erkalten kristallinisch erstarrt. 

Die weitere Reinigung des Anhydrids wurde durch Sublimation 
im Hochvakuum im Apparat von Eder-Werner-Klein' vorgenommen. 


0,47 g Substanz werden im Hochvakuum bei 190 bis 240° (Temperatur 
des Bades) sublimiert. Bei 192° beginnt die Sublimation. 0,4 g Substanz 
sublimieren, 0,12 g bleiben am Stempel des Apparats haften; diese werden 
weiter untersucht. Das Sublimat wird aus 96 °,igem Alkohol umkristallisiert. 
Hierbei zeigt sich, da®B die sublimierte Substanz in Alkohol schwerer 
léslich ist als die nicht sublimierte. 

0,12 g¢ Sublimat werden mit 20ccm 96° ,igem Alkohol erhitzt, die 
Lésung wird hei® filtriert und der Riickstand dreimal mit je 15 ccm 
96 °,igem Alkohol ausgekocht. Bis auf Spuren geht alles in Lésung. Nach 
Stehen iiber Nacht werden die ausgeschiedenen, feinen, verfilzten, silber- 
glanzenden Nadeln abgesaugt. Es werden 0,09 g erhalten, die be1 262 bis 263° 
schmelzen und sich beim Erhitzen wie die nicht sublimierte Substanz 
verhalten. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 80° tiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

4,771 mg Substanz gaben 12,330 mg CO, und 2,20 mg H,O. 
2.870 ,, ne » 0,294cem N (22,59, 758 mm). 
C\,HyN,O,. Ber.: C 70,0°%, H5,0°, N 11.7%. 
Gef.: C 70,5° , H 5,16°%, N 11,6%. 

d, l-«-Naphthyl-alanin-hydantoin ist in kaltem Methyl-, Athyl- 
alkohol, Aceton, Essigither und Xylol schwer léslich, lést sich jedoch in 
diesen Fliissigkeiten in der Wirme. Es ist unléslich in kaltem und warmem 
Ather, Petrolaither, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Benzol und Toluol. 


3. B-Naphthalin-sulfo-d, l-x-Naphthyl-alanin. 
B-Naphthalinsulfo-d, l-B-naphth ylx-[«]-aminopropionsdure. 


Das $-Naphthalinsulfoderivat des d, l-x-Naphthyl-alanins wurde 
nach E. Fischer und P. Bergell® dargestellt. Beim Arbeiten nach diesem 








1 F. Emich, Lehrb. d. Mikrochem., 2. Aufl., 58, 1926. 
2 E. Fischer u. P. Bergell, B. 35, 3779, 1902. 
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Verfahren wurde das schwerlisliche Natriumsalz des $-Naphthalin- 
sulfo-d, l-a-Naphthyl-alanins erhalten. Aus diesem wurde das /-Naph- 
thalinsulfoderivat durch Mineralséure abgeschieden. 


B-Naphthalinsulfo-d, l-B-naphthyl[x]-«-aminopropionsaures Natrium. 
Cy, H}gNSO,Na + 4H,0. 

lg a«-Naphthyl-alanin wird in 22ccm 0,5n Natronlauge gelést und 
die Lésung mit 1,2 g «-Naphthalinsulfochlorid in 18 cem Ather 3 Stunden 
auf der Maschine geschiittelt. Hierbei fallt das Natriumsalz des Reaktions- 
produktes kristallinisch aus. Der farblose Kristallbrei wird abgesaugt, mit 
Wasser ausgewaschen und aus etwa 100 ccm heiBen Wassers umgeldst. 
Beim Erkalten scheidet sich das Natriumsalz in weichen, farblosen Nadeln 
aus. Ausbeute 1,68 g. 

Aus der Mutterlauge der Reaktionsfliissigkeit werden nach Er- 
warmen und Ansiéuern 0,23 g Saure erhalten. 

Das Natriumsalz enthalt Kristallwasser, das zum Teil bereits 
bei Zimmertemperatur (27°) entweicht, zum Teil jedoch erst nach 
langerem Erhitzen auf 105 bis 110°. 

0.2067 g Substanz gaben 

nach 24 Stunden bei 27° ........ =.=. 88mg H,O 
weiteren zweimal 24 Stunden (CaCl,- 
Exsikkator). Ae ee eek 
weiteren 2 Stunden (105 bis 110°). . . . 4,2 .. H,O 
(105 ., 110°) . 1, H,O 


(106 ,, 1209. ..; 0.7 .. H,O 
(106 ,, 110%)... . » 8,0 


im ganzen 28,2mg H,O 
Cy, HygNSO,Na + 4H,O (499.4). Ber.: H,O 14,43 °5. 
Gef.: H,O 13,64°,. 
Die Natriumbestimmung wurde nach Trocknen der Substanz bei 
105 bis 110° bis zur Gewichtskonstanz ausgefiihrt. 
0,1789 g Substanz gaben 0,0285 g¢ Na,SQ,. 
Cx, HjgNSO,Na (427,3). Ber.: Na 5.38%. Gef.: 5.17%. 


B-Naphthalinsulfo-d, l-z-naphthyl-alanin. 
Co3 Hyg NS Og. 

lg -Naphthalinsulfo-d, l-«-naphthyl-alanin-Natrium werden in 
100 ccm heiBen Wassers gelést. Aus der warmen, mit 2 n Schwefel- 
siure versetzten Lésung scheidet sich beim langsamen Erkalten 
B-Naphthalin-sulfo-d, l-e-naphthyl-alanin in Drusen feiner Nadeln aus. 
Die Ausbeute ist quantitativ. 

Die Saure wird aus der 80- bis 90fachen Menge 50 °,igen Methanols 
wiederholt umgelést. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 181° (unkorr.). 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. 
16.375 mg Substanz verbrauchten 2,52ccm n/70 HCl, entspr. 6,504 mg N. 

Cy,H;gNSO,. Ber.: N 3,28%. Gef.: N 3,08%. 
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Die Substanz ist schwer léslich in kaltem und warmem Wasser. 
Sie ist spielend loslich in kaltem Aceton, leicht léslich in kaltem 
Methanol, Athylalkohol und Essig&éther, schwer léslich in kaltem, 
leicht léslich in warmem Ather, Chloroform und Xylol. Sie ist kalt und 
warm unléslich in Petrolather, Tetrachlorkohlenstoff, Benzol und 
Toluel. 
4. p-Toluolsulfo-d, l-x-Naphthyl-alanin. 


1, 4-Toluolsulfo-d, l-B-naphthyl[a] -«-aminopropionsdure. 
Das p-Toluolsulfoderivat des d, l-%-Naphthyl-alanins wurde nach 
E. Fischer und M. Bergmann? erhalten. 


1,1 g d, l-x-Naphthyl-alanin wurden in 11 cem n Natronlauge gelést. 
Die Lésung wird mit 1 g p-Toluolsulfochlorid versetzt und das Gemisch 
unter Erwaérmen auf 70° geschiittelt, bis alles in Lésung gegangen ist. 
Darauf wird in Eis eingekiihlt und das Reaktionsprodukt mit 2 n Schwefel- 
sdure in geringem Uberschu& ausgefallt. Die entstandene milchige Triibung 
und halbfeste Fallung ist nach Stehen tiber Nacht kristallinisch geworden. 
Sie wird abgesaugt und mit Eiswasser ausgewaschen. Ausbeute 1,57 g 
Rohprodukt. 

Zur Reinigung wird die Substanz aus der 30fachen Menge 50 °,,igem 
Athylalkoho! oder besser aus der 150fachen Menge 50 °oigem Methylalkohol 
umgelést. 

p-Toluolsulfo-d, |-«-naphthyl-alanin kristallisiert in voluminésen, 
verfilzten, seidenglinzenden Nadeln, die bei 193° (unkorr.) schmelzen. 
Die Substanz ist schwer léslich in Wasser, léslich in kaltem Methyl- 
und Athylalkohol. In Essigither, Chloroform und Xylol ist sie kalt 
schwer, warm leicht léslich. In Petrolather, Tetrachlorkohlenstoff, 
Benzol und Toluol ist sie kalt und warm unléslich. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Phosphorpent- 
oxyd getrocknet. 


9,588 mg Substanz verbrauchten 1,74 ccm n/70 HCl, entspr. 0,348 mg N. 
Coo Hig NS Og. Ber.: N 3,79 » * Gef.: N 3,63 % . 


5. Darstellung der «-Naphthyl-alanin-hydantoinsiure aus Harn. 


Fiitterung von «-Naphthyl-alanin-chlorhydrat an Hunde und Kaninchen. 
Einem Hunde von 7,82kg (Hund Nr. 1), der taglich 0,5kg gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden innerhalb 5 Tagen 11,8g d, l-«-Naphthyl- 
alanin-chlorhydrat, entsprechend 10,33 g d, l-«2-Naphthyl-alanin, in Wurst 
eingehiillt, verfiittert. Die ersten 3 Tage wurden je 2 g Chlorhydrat, ent- 
sprechend 0,256 g Chlorhydrat oder 0,219 g Aminosiure pro Il kg Tier, 
gegeben, am vierten und fiinften Tage je 2.9 g Chlorhydrat, entsprechend 
0,371 g Chlorhydrat oder 0,317 g Aminosaure pro | kg Tier. 

Einem anderen Hunde vom Gewicht von 8,25 kg (Hund Nr. 2) wurden 
bei gleicher Ernahrung wie bei Hund Nr. 1 innerhalb 6 Tagen 12 g d, l-«- 
Naphthyl-alanin-chlorhydrat, entsprechend 10,3 g d, l-«-Naphthyl-alanin, 


1 E. Fischer u. M. Bergmann, A. 898, 118, 1913. 
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in Wurst eingehiillt, verfiittert. Die Tagesdosis betrug 0,24 g Chlorhydrat, 
entsprechend 0,205 g Aminoséure pro | kg Tier. 

Vier Kaninchen (Gewicht 5,180, 5,030, 5,195, 2,784 kg), die mit Hafer, 
roten Riiben und Blumenkohlblattern ernahrt wurden, erhielten innerhalb 
2 Tagen mittels Schlundsonde 8,5g d, l-«-Naphthyl-alanin-chlorhydrat, 
entsprechend 7,27 g Aminosaure, in 5°,iger Lésung. Die Tagesdosis betrug 
am ersten Tage 0,256 g Chlorhydrat, entsprechend 0,22 g Aminoséure pro 
lkg Tier. Am zweiten Tage ging das Kaninchen von 5,180 kg infolge 
fehlerhafter Einfiihrung der Schlundsonde an Lungenédem ein. Die drei 
iibrigen Kaninchen erhielten am zweiten Tage 0,30, 0,29, 0,32 g Chlorhydrat, 


entsprechend 0,26, 0,25, 0,27 g Aminoséure pro | kg Tier. 

Die Substanz wurde von Hunden und Kaninchen reaktionslos 
vertragen. 

Aufarbeitung des Harns. Der Harn der Versuchstage und des ersten 
Nachtages (Harn von Hund Nr. 1) wird zum diinnen Sirup eingedampft 
und dieser mit warmem, 96°, igem Alkohol erschépft. Die alkoholischen 
Ausziige werden filtriert und die Filtrate erneut zum Sirup eingedampft. 
Durch wiederholtes Aufnehmen mit Wasser und Eindampfen wird der 
Sirup vom Alkohol befreit und mit 100 ccm Phosphorséure (1 Teil 
Phosphorséure, spezifisches Gewicht 1,70, 2 Teile Wasser) versetzt. 
Hierbei bleibt die Fliissigkeit zundchst klar. Nach kurzer Zeit 
beginnt die Kristallisation. Sie ist nach Stehen iiber Nacht im Eis- 
schrank beendet. Die ausgeschiedenen Kristalle werden abgesaugt, 
dreimal mit wenig Wasser ausgewaschen und im Vakuum tber Schwefel- 
siure getrocknet. Die Menge des so erhaltenen Rohproduktes betragt 
9,6 g. 


Zur Reinigung wird das Rohprodukt in der 80fachen Menge 96° igen 
Alkohols in der Siedehitze gelést, die Lésung hei® filtriert und zur Kristalli- 
sation eingedampft. Die Ausscheidung an den Randern der Abdampf- 
schale wird durch sorgfailtiges Reiben vermieden. Die Kristalle werden 
abgesaugt und mit kaltem, 96°, igem Alkohol ausgewaschen, bis das Filtrat 
faiblos ist. Es werden 4,87 g gereinigte Saure erhalten, die bereits den 
Schmelzpunkt der «-Naphthyl-alanin-hydantoinséure von 204 bis 205° 
haben. 40,24°, des verfiitterten Chlorhydrats sind demnach als Uramino- 
siure isoliert worden. 

Bei Verarbeitung des Harns von Hund Nr. 2 wurden in derselben 
Weise 7,4g Rohprodukt und 5,3 g gereinigte Saure, entsprechend 
42,1°%, des verfiitterten Chlorhydrats, erhalten. 

Die Verarbeitung des Kaninchenharns (Harn von zwei Fiitterungs- 
tagen und von zwei Nachtagen) lieferte 8g Rohprodukt und 3,5¢ 
gereinigte Saure vom Zersetzungspunkt 204 bis 205°, entsprechend 
40,1°% des verfiitterten Chlorhydrats. 

Die gereinigte Saure ist leicht gelblich gefarbt. Zur Entfdrbung 
wird sie in der 50fachen Menge heiBen Wassers suspendiert und durch 
Zusatz von Ammoniak gelést. Die Lésung wird mit Tierkohle gekocht 
und, falls das Filtrat getriibt ist, iiber Kieselgur abgesaugt. Das blanke 
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Filtrat wird zum Sieden erhitzt und mit n Essigsiure angesduert. 
Die Flissigkeit bleibt zunaichst klar. Nach kurzer Zeit beginnt die 
Kristallisation. Sie ist nach Stehen tiber Nacht im Eisschrank beendet. 
Die Kristalle werden abgesaugt, zuerst mit 0,1 n Essigsiure, darauf 
mit Wasser ausgewaschen und im Vakuum itiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. 

Die entfirbte Saure kristallisiert in langen, farblosen Nadeln, 
die teils frei, teils biischelférmig angeordnet sind. Sie verfilzen leicht 
und haben lufttrocken ein kreidiges Aussehen. Der Zersetzungspunkt 
wird unverandert bei 204 bis 205° (unkorr.) gefunden. 

Zur Analyse wird die entfirbte Saéure wiederholt in der zehnfachen 
Menge Wasser unter Zusatz von Ammoniak gelést und siedend mit 
n Essigsiure angesduert. Beim Erkalten kristallisiert die Uraminosaure 
in der geschilderten Art. Stets ist es notwendig, die tribe, ammo- 
niakalische Lésung wiederholt zu filtrieren. Diese hartnackig an- 
haftende Verunreinigung diirfte die wenig befriedigenden Analysen- 
resultate erklaren. 

Die aus Hundeharn (Hund Nr. 1) isolierte Substanz wurde 7 Stunden 
bei 100° und 12 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und analysiert. 
4,321 mg Substanz gaben 10,11 mg CO, und 2,175 mg H,0O, 

2,671 ,, ‘“s ée 0,255 cem N (22°, 708 mm). 
Die aus Kaninchenharn isolierte Saure wurde bei 80° im Hoch- 
vakuum itiber Phosphorpentoxyd getrocknet und analysiert. 
4,795 mg Substanz gaben 11,220 mg CO, und 2,39mg H,O, 
3,213 ,, - »  0,282cem N (17°, 754mm). 
C,,H,,N.O;. Ber.: C 65.1%, H 5.5%, N 10.9%. 
Gef.: C 64.3%, H 5,5°%, N 10,2°.,) Hundeharn, Ana- 
C 63,9%,. H 5,7%, J lysen v. Kikkoji, 
H 5,6°, N 10.0°,, Hundeharn, 
C 63,9°, H 5,6%, N 10,3°,, Kaninchenharn. 

Die Molekularbestimmung des untersuchten Kérpers nach Barger- 

Rast ergab folgendes Resultat: 





10,580 mg Substanz, gelést in 486,0mg Pyridin. Molaritat: 0,088. 
C,,H,,N,O;. Molekulargewicht ber.: 258, gef.: 247. 
Zur Bestimmung der Drehung wurde die Saure 2 Stunden bei 
105 bis 110° getrocknet. 


0,4800 g Substanz werden in 25ccm n Ammoniak gelést, die Lésung 
wiederholt filtriert und im 2-dm-Rohr gegen Natriumlicht polarisiert : 


a = + 0,12°. 


Die von Kikkoji und mir ausgefiihrten Analysen zeigen unter- 
einander gute Ubereinstimmung, ebenso liefert die aus Hundeharn 
isolierte Substanz die gleichen Analysenwerte wie die aus Kaninchen- 
harn gewonnene Saure. Jedoch ist es weder Kikkoji noch mir gelungen, 
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durch wiederholtes Umkristallisieren des Kérpers zu einem Praparat 
zu gelangen, dessen Analyse die fiir « Naphthyl.alanin-hydantoinséure 
verlangten Werte ergab. 

Trotzdem ist die Jdentitat der aus Hundeharn und der aus Ka- 
ninchenharn isolierten Substanz mit «-Naphthyl-alanin-hydantoinsdure 
nicht zu bezweifeln.  Kristallform, Zersetzungspunkt, Léslichkeits- 
verhaltnisse und chemisches Verhalten der aus dem Harn gewonnenen 
K6rper sind die gleichen wie die des synthetischen Produktes. Ebenso 
wie dieses kann es leicht in das Anhydrid vom Schmelzpunkt 262 bis 
263° iiberfiihrt werden, dessen Untersuchung den Beweis fiir die 
Identitat der gepriiften Substanzen vervollstandigte. 

Uberfiihrung in das Anhydrid. 0,6 g entfirbte Saure aus Hundeharn 
vom Zersetzungspunkt 204 bis 205° werden mit 18 ccm Eisessig 1*/, Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Die heiBe Reaktionsfliissigkeit wird mit 36 ccm 
Wasser versetzt und die krystallinische Ausscheidung nach Stehen itiber 
Nacht im Eisschrank abgesaugt. Ausbeute 0,56 g oder 93°, der Theorie 
gegen 94°, bei Verarbeitung des synthetischen Produktes. 

0,6 g entfairbte Saéure aus Kaninchenharn vom Zersetzungspunkt 204 
bis 205° in derselben Weise behandelt, lieferten ebenfalls 0,56 g Reaktions- 
produkt, entsprechend 93°, der Theorie. 

Die weitere Reinigung erfolgte durch wiederholtes Umlésen der 
Substanz aus heiBem, 96°,igem Alkohol, aus dem sie in glitzernden 
Nadeln kristallisiert. Die Kristalle schmelzen bei 262 bis 263° unter 
Gasentwicklung und teilweiser Sublimation zu einer gelblichen Fliissig- 
keit. Sie sind unléslich in verdiinntem Ammoniak, léslich in Pyridin 
und sublimieren, im Hochvakuum erhitzt, unzersetzt, ohne einen 
Riickstand zu hinterlassen. 

Zur Analyse wurde das Anhydrid mehrfach aus heiBem Alkohol 
umgelést und bei 110° und 11 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


Das Anhydrid der Séiure aus Hundeharn ergab folgende Werte: 


4,041 mg Substanz gaben 10,275 mg CO, und 1,82mg H,O, 
3,345 ,, si » 0,351 cem N (21,59, 724mm). 
CiaHN20.2. Ber.: C 70,0%, H 5,0%, N 11.7%. 
Gef.: C 69,35%, H 5.0%, N 11,7%. 
Fir das Anhydrid der Saure aus Kaninchenharn wurden folgende 
Zahlen erhalten. 
4,137 mg Substanz gaben 10,532 mg CO, und 1,88 mg H,0O, 
hk, ‘i » 0,400 cem N (22°, 722 mm). 
Ci44HN20.. Ber.: C 700%, H 5,0%, N 11,7%. 
Gef.: C 69,45°, H 5,1°%, N 11,8%. 


Reinigung des Anhydrids durch Sublimation im Hochvakuum. 
Die Anhydride der aus Hundeharn und der aus Kaninchenharn ge- 
wonnenen Saéuren wurden in Mengen von 0,5 g im Eder-Werner Klein- 
schen Apparat in der beschriebenen Weise im Hochvakuum bei 190 
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bis 240° sublimiert. Das am Stempel haftende Sublimationsprodukt 
wurde aus 96% igem Alkohol umgelést und in feinen, verfilzten, silber- 
glanzenden Nadeln vom Schmelzpunkt 262 bis 263° (unkorr.) erhalten. 
Zur Analyse wurden sie bei 80° im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 
Das sublimierte Anhydrid der Saiure aus Hundeharn ergab fol- 
gende Werte: 


4,015 mg Substanz gaben 10,313 mg CO, und 1,78 mg H,O, 
$236 .. * ms 0,347 cem N (22°, 712 mm). 
C,,HjN20,. Ber.: C 70,0%, H 5.0%, N 11,7%. 
Gef.: C 70,1°, H 4,96°, N 11,7%. 

Fir das Sublimation:produkt des Anhydrids der Saure aus 
Kaninchenharn wurden fulgende Zahlen erhalten: 

3,947 mg Substanz gaben 10,152 mg CO, und 1,76 mg H,O, 

$,113 .,, ii > 0,333 cem N(20°, 720 mm). 

C,4Hi2N2O;. Ber.: C 700%, H 5.0%, N 11,7%. 
Gef.: C 70,17%, H 5,0%, N 11,78 %. 

Der Vergleich des Anhydrids mit synthetisch dargestelltem 
a-Naphthyl-alanin-hydantoin ergab die Identitat beider. | Dement- 
sprechend zeigte die Mischschmelzprobe beider Substanzen keine 
Depression des Schmelzpunktes. Ebenso zeigten sie die gleiche Kristall- 
form, gleiche Léslichkeitsverhaltnisse und tibereinstimmendes chemisches 
Verhalten. 


6. Versuche zur Isolierung des «-Naphthyl-alanins aus Harn. 

Einem Hunde vom Gewicht 8,27 kg (Hund Nr.3) wurde bei 
gleicher Ernihrung wie bei Hund Nr. 1 und 2 innerhalb 4 Tagen 8 g 
d, 1-«-Naphthyl-alanin-chlorhydrat, entsprechend 6,84 gd, l-«-Naphthyl- 
alanin und einer Tagesdosis von 0,207 g Aminosiure pro 1 kg Tier, 
in Wurst eingehiillt, verfiittert. 

Der an den Versuchstagen und an den ersten zwei Nachtagen 
gewonnene Harn wurde abgemessen und iiber Kieselgur (zwei Scheiben 
-apier, eine Schicht Kieselgur) abgesaugt. Ein aliquoter Teil des 
blanken Filtrats wurde mit Phosphorsiure (spez. Gew. 1,7) versetzt 
[7 ecm Phosphorséure (1,7) fiir 100 cem Harn] und zur Kristallisation 
aufgestellt. 

Nach monatelangem Stehen wurde keine kristallinische Aus- 
scheidung erhalten. 

Zur Kontrolle wurden 45 ccm Hundeharn mit 0,25 g «-Naphthyl- 
alanin-hydantoinsaure, in 5 ccm 2n Ammoniak gelést, versetzt und mit 
Phosphorséure (1,7) angeséuert. Hierbei schied sich «-Naphthyl- 
alanin-hydantoinsiure beim Stehen kristallinisch aus. 
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a-Naphthyl-alanin-hydantoinséure kann demnach im Harn nicht 
praformiert sein. Dieses Resultat steht im Einklang mit den Befunden 
von H. D. Dakin’, der zuerst auf die Méglichkeit aufmerksam gemacht 
hat, daB die aus dem Harn nach Verfiitterung von Aminosauren isolierten 
Uraminosauren Kunstprodukte sind. 

Es ist mir jedoch nicht gelungen, die ausgeschiedene Aminoséure 
in anderer Form als Uraminosdure zu isolieren. Schiittelt man den 
Harn von zwei Versuchstagen des obigen Versuchs nach Neutralisation 
mit 33°,iger Natronlauge mit p-Toluolsulfochlorid und der ent- 
sprechenden Menge 2 n Natronlauge bei 55°, so erhilt man beim An- 
sduern keine Ausscheidung des sich unter analogen Bedingungen leicht 
bildenden p-Toluolsulfo-d, l-«-naphthyl-alanins. 

Ebensowenig gelang es in einem erneuten Fiitterungsversuch, 
hei dem ein Hund von 8,1 kg (Hund Nr. 4), der mit 0,5 kg gekochtem 
Pferdefleisch taglich ernihrt wurde, nach Applikation von 2 g d, l-a- 
Naphthyl-alanin-chlorhydrat, in Wurst eingehiillt, entsprechend 1,71 g 
Aminosaure und einer Tagesdosis von 0,211 g Aminosiure pro 1 kg Tier, 
durch Schiitteln des Versuchsharns mit 4g £-Naphthalinsulfochlorid 
in 60 ccm Ather und 50 cem n Natronlauge, das schwer lésliche Natrium- 
salz des f-Naphthalinsulfo-d, l-«-naphthyl-alanins oder die ent- 
sprechende Saure zu erhalten. 

Das gleiche Resultat ergab die Fitterung an einem Hund von 
10,2kg (Hund Nr. 5), der 2,45g Chlorhydrat, entsprechend 2,09 g 
Aminoséure und einer Tagesdosis von 0,205 g pro 1 kg Tier, erhielt®. 


1 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 8, 27, 1910. 

2 Ein Teil der Mittel zur Ausfiihrung dieser Untersuchung ist mir von 
der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Basel, zur Verfiigung ge- 
stellt worden. Ich danke der genannten Firma auch an dieser Stelle fiir das 
freundliche Entgegenkommen. 
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Verhalten der Cinnamalessigsaure 
und des Zimtaldehyds im Tierkérper. 


Von 


E. Friedmann und H., Mai. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 16. September 1931.) 


Die Vorstellung, daB der Abbau der Fettséuren im Tierkérper 
durch stufenweise Verkiirzung um zwei Kohlenstoffatome  erfolgt 
(H. D. Dakin) beruht auf Beobachtungen, die beim Studium des Ver- 
haltens der 6-Phenyl-n-valeriansaéure und der ihr nahestehenden Sauren 
im Tierkérper gemacht worden sind!?. 

Drei Sauren mit so verschiedenen chemischen Angriffsflichen 
wie die 6-Phenyl-n-valeriansaéure (I), die 6-Phenyl-B-butylen-«-carbon- 
siure (II) und die 6-Phenyl-«-y-butadien-x-carbon:aure (IIT): 

I: C,H, -CH,-CH, CH, -CH, COOH. 
Il: C,H,—-CH, CH =CH —CH,—COOH. 
lll: C,H,-CH =CH —CH =CH —COOH 
liefern, qualitativ untersucht, die gleichen Abbauprodukte, und zwar 
in der Hauptmenge Hippursaéure, daneben Cinnamoylglycin, das nach 
Verfittterung von 6-Phenyl-n-valerianséure isoliert wurde, Spuren 
von Acetophenon und wahrscheinlich auch geringe Mengen von links- 
drehender B Phenyl-B-oxypropionsaure. 

Welchen Weg der Organismus im einzelnen einschlagt, um dieses 
gleichmaBige Resultat zu erzielen, ist in Anbetracht des geringfiigigen 
experimentellen Materials, das vorliegt, nicht zu iibersehen. Die An- 
nahme, daB die genannten Sauren durch stufenweisen Abbau zuniachst 
in B Phenyl-propionsaure bzw. Zimtsiure tiberfiihrt werden, die dann 
weiter B>nzoylessigsaure, linksdrehende #-Phenyl-B-oxypropionsaure 
und Benzoesdure bilden, ist offenbar nur eine der méglichen Er- 
klarungen der beobachteten Tatsachen, und es liegt kein Grund vor, 
andere Erklirungsméglichkeiten, die durchaus erwagenswert sind, zu 


vernachlassigen. 


1 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 6, 221, 1909. 
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Dies gilt ganz besonders fiir den Abbau der Cinnamalessigsiure (III). 

Die Cinnamalessigsdure enthalt zwei konjugierte Doppelbindungen, 
von denen die eine der Carboxylgruppe, die andere dem Benzolkern 
benachbart ist. Nach den Untersuchungen von J. Boeseken' und 
J.S. Petrus Blumberger steigt die Oxydationsgeschwindigkeit aro- 
matischer Athylenverbindungen, mittels Benzopersiure gemessen, 
mit Annaherung der ungesattigten Bindung an den Kern. Es ist daher 
verstandlich, dal die y-6-Doppelbindung der Cinnamalessigsaure 
auch durch andere chemische Oxydationsmittel eher angegriffen wird 
als die «-£-Doppelbindung. Tatsachlich liefert die Oxydation der Cinna- 
malessigsdure mit Kaliumpermanganat in neutraler Lésung bei 2 bis 3° 
Benzaldehyd und Traubenséure*. Ebenso gibt Piperinséure Piperonyl- 
siure und Traubensaure?. 

Aber es scheint, daB es zur Deutung dieser Reaktion nicht einmal 
notig ist, die auflockernde Wirkung der Phenylgruppe® auf die benach- 
barte Atomgruppe heranzuziehen, und daB das Vorhandensein von zwei 
konjugierten Doppelbindungen bereits geniigt, um die chemische 
Oxydation unter Abspaltung eines 4-Kohlenstoffskeletts zu_leiten, 
da eine rein aliphatische Saure mit zwei konjugierten Doppelbindungen, 
die Sorbinséure (6-Methyl-« . y-butadien-x-carbonsaure), ebenso be- 
handelt wie die Cinnamalessigsiure oder die Piperinsaure, gleichfalls 
Traubensaure liefert?. 

Auch die physiologische Oxydation der Cinnamalessigsiure ergibt 
als Hauptprodukt Benzoesaure, die als Hippurséure ausgeschieden wird, 
neben geringen Mengen Cinnamoylglycin, Acetophenon und linksdrehender 
B Phenyl-f-oxypropionsiure. Die Deutung dieser Versuche in dem 
Sinne, daB zunachst Zimtsdéure entsteht, die weiter zu Benzoesdéure 
abgebaut wird, ist ebenso wenig zwingend wie etwa die Vorstellung 
einer stufenweisen $-Ketonsaéurebildung und nachfolgender Saure- 
spaltung, dies um so weniger, als auch nicht der geringste experimentelle 
Beweis vorliegt, daB die B-Ketonsiure C,H,—-CH=CH—CO—CH, 
—COOH gebildet wird. 

Halt man sich an die vorhandene chemische Analogie, so wiirde 
man auch fiir die physiologische Oxydation der Cinnamalessigsiure 
den ersten Angriff an der y . 6-Doppelbindung erwarten (A). In einer 
Nebenreaktion wiirde auch die « . B-Doppelbindung angegriffen werden 
und Veranlassung zur Bildung von Zimtséure und Benzoylessigsdure 


1 J. Boeseken u. J.S. Petrus Blumberger, Rec. trav. chim. Pays-Bas 
44, 90, 1925. 

2 O. Doebner, Ber. 23. 2374, 1890. 

3 G. N. Lewis, Die Valenz und der Bau der Atome und Molekiile, 
8. 161, 1927. 
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geben, von denen die Zimtsaure leicht, die Benzoylessigsiure! nur 
aiuBerst sparlich Benzoesiure bilden (B): 
A B 


——— an. er cen 


CgH,—-CH CH-—CH=C H—-COOH CgH,;,-CH=CH-—CH => CH—-COOH 


f 


(,H,-CH=C H-COOH 








C,H;-CH (OH)-CH,—CO OH 


v Pe 
CgH;-COOH <— C,H,;—C O—C Hy,—-COOH 


Nach dieser Annahme wurde die Kohlenstoffkette der Cinnamal- 
essigsaure nicht um zwei, sondern um vier Kohlenstoffatome verkiirzt 
werden. Auf die Méglichkeit der Absprengung viergliedriger Reste 
aus héheren Fettsiuren hat zuerst K. Spiro? auf Grund der Beob- 
achtungen von H. Pauly? aufmerksam gemacht, nach denen einige 
Konstanten der Fettsdéuren eine doppelte Oszillation erkennen lassen. 
Ein Schiiler Spiros, H. Miiller*, hat diese Hypothese ausgebaut und 
vermutet, daB das abgespaltene 4-Kohlenstoffskelett als Bernsteinsdéure 
auftritt. Tatsichlich haben Clutterbruck und Raper® bei der Oxydation 
von Fettsiuren mit Wasserstoffperoxyd Bernsteinsiure erhalten®. 

Bei einem Abbau der Cinnamalessigsiure um vier Kohlenstoff- 
atome waren als Umwandlungsprodukte Benzoesiure und Fumarsaure 
oder ein Derivat dieser (Apfelsiure, Oxalessigsiure, Traubensiure 
oder eine ahnliche Saure) zu erwarten. 

Um diese Vorstellung zu priifen, haben wir erneut Fiitterungs- 
versuche mit Cinnamalessigséure ausgefihrt. 

H. D. Dakin’ benutzte als Versuchstiere eine Katze und einen 
kleinen Hund. Bei subcutaner Injektion von 0,73 g pro Kilogramm Tier 
ging die Katze an Vergiftungserscheinungen ein. Dagegen wurden vom 
Hund 0,41 g pro Kilogramm Tier vertragen. 

Wir arbeiteten mit Kaninchen, denen wir Cinnamalessigsaure, 
mit Soda neutralisiert, in Dosen von 0,2 bis 0,55 g pro Kilogramm Tier 


E. Friedmann, diese Zeitschr. 27, 119, 1910. 
K. Spiro, diese Zeitschr. 127, 306, 1922 und die hier zitierte Literatur. 
. Pauly, Zeitschr. f. anorg. Chem. 119, 271, 1921. 
H. Miller, Helv. chim. Acta 5, 163, 1922. 
P. Clutterbruck u. H.S. Raper, Biochem. Journ. 19, 385, 1925. 
6 Kin Analogieschlu8 aus dem Ubergang von Phenylisocrotonsaure, 
C,H, -CH=CH—CH,—COOH, in Phenaceturséure im Tierkérper auf 
das Verha!ten der Cinnamalessigséure ist aus Griinden, die ich demnichst 
erértern werde, abzulehnen. 
7 H. D. Dakin, 1..c. 
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subcutan gaben. Die Substanz war in diesen Dosen fiir Kaninchen 
nicht toxisch. 

Die fiir unsere Fiitterungsversuche verwandte Cinnamalessigsiure 
wurde ausschlieBlich durch Oxydation von Cinnamalbrenztraubensiure 
dargestellt, iiber deren Synthese und Oxydation wir an anderer Stelle 
berichten?. Die von uns benutzten Praiparate waren frei von Zimt- 
aldehyd, der fiir Kaninchen, wie wir am Schlu8 dieser Arbeit zeigen, 
recht giftig ist. 

Nach Verfiitterung von Cinnamalessigsiure an Kaninchen war 
im Harn der Versuchstiere nur Hippursdure als Umwandlungsprodukt 
der Cinnamalessigsiure nachzuweisen. Acetophenon war nicht vor- 
handen, ebensowenig Zimtsiéure oder Cinnamoylglycin. Da der Ather- 
extrakt der Harne die Ebene des polarisierten Lichtes nicht drehte, 
war auch die Anwesenheit von linksdrehender £-Phenyl-f-oxypropion- 
siure auszuschlieBen. Die Menge der isolierten Hippursiure entsprach 
der Menge der verfiitterten Cinnamalessigsiure. 

In den letzten Mutterlaugen der isolierten Hippursaure war eine 
zweite Sdure enthalten, die ein schwer lésliches Blei- und Silbersalz 
bildete, jedoch bisher nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. 

Der Vergleich unserer Versuche an Kaninchen mit den Experi- 
menten Dakins an Katze und Hund ergibt nach zwei Richtungen 
bemerkenswerte Unterschiede. Diese auBern sich in dem Fehlen von 
Vergiftungserscheinungen und dem Fehlen von Abbauprodukten, 
die einem primaren Angriff an der ». B-Doppelbindung entsprechen. 
Ob hier ein Zusammenhang besteht, kann zurzeit nicht entschieden 
werden. Ebenso wire es verfriiht, den Abbauweg B fiir das Kaninchen 
auszuschlieBen, da wir iber das Verhalten ungesittigter Siuren beim 
Kaninchen nichts wissen und das aliphatische Bruchstiick, das iiber 
den Abbauweg A oder B bzw. A und B Auskunft geben kénnte, bisher 
nicht isoliert worden ist. Da die Untersuchungen nach den gekenn- 
zeichneten Richtungen fortgesetzt werden, erscheint es auch iiber- 
fliissig, Analogieschliisse in Erwagung zu ziehen. 


1. Fiitterung von Cinnamalessigsiure an Kaninchen. 


Erster Versuch. Ein Kaninchen von 2,6 kg (Kaninchen Nr. 1) erhielt 
innerhalb 7 Tagen 4.0 g Cinnamalessigséiure, die mit Soda neutralisiert 
war, subcutan. Die Einzelgaben betrugen 20 cem und enthielten am ersten 
Versuchstag 1,0 g, an den folgenden sechs Tagen je 0.5 g der neutralisierten 
Saure. Die Anfangsdosis betrug demnach 0.4g pro Kilogramm Kérper- 
gewicht, die Dosis an den folgenden sechs Tagen 0,2 g pro Kilogramm 
Tier. Das Versuchstier zeigte in keinem Augenblick Andeutungen irgend- 
einer Stérung. Keine Spur von Atemnot, keinerlei Unruhe war zu beob 
achten. Die FreBlust war nie vermindert. 


1 EB. Friedmann u. H. Mai, Helv. chim. Acta 14, 1931. 
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Der Harn der Versuchstage, der schwach alkalische Reaktion zeigte, 
geringe Mengen von EiweiB enthielt und Fehlingsche Lésung nicht redu- 
zierte, wurde wie der der beiden Nachtage der Destillation unterworfen. 
Die Destillate wurden vereinigt und nach Zugabe von 10 cem 10 °,iger 
Schwefelsiure abermals destilliert. Das so gewonnene Destillat gab nach 
Hinzufiigen einer Lésung von 0,25g p-Nitro-phenylhydrazin in 20 ccm 
40 °Siger Essigsiure nur eine Triibung. Acetophenon war demnach im Ver- 
suchsharn nicht vorhanden. 

Die nach der Destillation zuriickgebliebenen Harnmengen wurden 
in iiblicher Weise zur Atherextraktion vorbereitet und 70 Stunden mit 
Ather extrahiert. Hierbei schieden sich in der Vorlage dicke Krusten 
gelblich-braunlicher Kristalle aus, die mit etwas braunem Ol durchsetzt 
waren. Kristalle und Ol wurden gesondert verarbeitet. 

Aus dem vorwiegend kristallinischen Anteil wurden 3,6 g Hippursdure 
isoliert und durch fraktionierte Kristallisation nach Entfarben mit Tierkohle 
gereinigt. Der Schmelzpunkt lag bei 186,5 bis 187° (unkorr.). Die Identitat 
wurde durch die Mischschmelzprobe mit synthetisch dargestellter Hippur- 
saiure sichergestellt. 

Aus dem vorwiegend 6ligen Teil waren durch Ausziehen mit siedendem 
Wasser weitere 1,6 g Hippurséure zu erhalten, die wie oben gereinigt und 
identifiziert wurden. Der in Wasser unlésliche Riickstand léste sich in 
Alkohol, war aber nicht zur Kristallisation zu bringen. 

Die wasserigen Mutterlaugen des kristallinischen und éligen Anteils 
wurden vereinigt. Ihre Aziditaét war betrachtlich. Sie entsprach 9,6 cem 
einer n Séure. Eine Drehung des polarisierten Lichtes wurde nicht beob- 
achtet, ebensowenig eine Reduktion Fehlingscher Lésung. Mit ammoniakali- 
scher Bleiacetatlésung sowie mit Silbernitratlésung entstanden starke 
Niederschlaige, jedoch gelang keine Reindarstellung der vorhandenen 
Sauren. 

In einem zweiten Versuch erhielten zwei Kaninchen von je 2,8kg 
(Kaninchen Nr. 2 und 3) 6g Cinnamalessigsiure mit Soda neutralisiert 
innerhalb 2 Tagen subcutan. Die Tagesmenge betrug 0,55 g pro Kilogramm 
K6rpergewicht, war demnach gr6éBer als im ersten Versuch. 

Destillation und Aufarbeitung der Harnmengen der Versuchstage 
und der beiden Nachtage geschah wie im ersten Versuch. Auch diesmal 
war im Destillat kein Acetophenon nachweisbar. 

Die Atherextraktion wurde linger ausgedehnt. 

Die Aufarbeitung des Atherextraktes lieferte 4,9 g¢ Hippursdure aus 
der kristallinischen Abscheidung. Aus dem 6ligen Anteil wurden weitere 
0.5 g Hippurséure gewonnen. 

In beiden Versuchen konnte kein Anhaltspunkt fiir das Vorhanden- 


sein von Zimtsdiure oder von Cinnamoylglycin gewonnen werden. 


2. Fiitterung von Zimtaldehyd an Kaninchen. 


Ein Kaninchen von 3,8kg (Kaninchen Nr. 4) erhielt 0,76g Zimt- 
aldehyd in 10 cem Olivenél subcutan (0,2 g Zimtaldehyd pro Kilogramm 
Tier). Das Tier war wahrend des ganzen Tages normal. Am Abend desselben 
Tages wurde die gleiche Menge in derselben Weise gegeben. Eine Ver- 
anderung im Befinden des Tieres wurde nicht beobachtet. Am folgenden 
Tage erhielt das Tier zum dritten Male die gleiche Dosis. Jetzt trat wihrend 
einer Viertelstunde eine leichte Atembeschleunigung auf. Nach wenigen 
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unbeobachteten Stunden war das Tier eingegangen. Die Obduktion ergab 
an der Injektionsstelle eine sulzige Infiltration des Unterhautgewebes 
mit Hyperamie. Die inneren Organe zeigten makroskopisch keinen krank- 
haften Befund. 

Die sulzige Infiltration deutete auf schlechte Resorption des Zimt- 
aldehyds durch das Unterhautgewebe. Um diese zu umgehen, wurde im 
nachsten Versuch zu intraperitonealer Verabreichung tibergegangen. 

Einem Kaninchen von 3,1 kg (Kaninchen Nr. 5) wurden 0,47 g Zimt- 
aldehyd in 10 cem Olivenél (0,15 g Zimtaldehyd pro Kilogramm Kérper- 
gewicht) in die Bauchhéhle gespritzt. Nach 1 bis 2 Minuten wird das Tier 
sehr unruhig und éuBerst kurzatmig. Alsbald treten klonische Zuckungen 
und starke Gleichgewichtsstérungen auf. Alle 2 bis 3 Minuten 1aéBt das 
Tier konzentrierten Harn. Um einem zu groBen Fliissigkeitsverlust vor- 
zubeugen, erhalt es eine intraperitoneale Injektion von 100 ccm steriler, 
physiologischer Kochsalzlésung. Nach 1'/, Stunden sind die toxischen 
Erscheinungen weitgehend zuriickgegangen, das Tier vermag zu sitzen, 
nur die Kurzatmigkeit halt tiber 8 Stunden an. 

Nach Ablauf von 4 Tagen wird die Injektion wiederholt. Das Tier 
erhalt 0,34 g Zimtaldehyd in 10 cem Olivendl intraperitoneal, das ist bei 
einer Gewichtsabnahme auf 2,8 kg 0,12 g Zimtaldehyd pro Kilogramm Tier. 
AuBerdem werden sofort 100 ccm physiologischer Kochsalzlésung in die 
Bauchhoéhle des Kaninchens gespritzt. Auch diesmal treten nach wenigen 
Minuten heftige Atembeschleunigung und Gleichgewichtsstérungen auf, 
jedoch keine Krampfe. Nach 2 Stunden sind die toxischen Erscheinungen 
abgeklungen. 

Bei einer am folgenden Tage verabfolgten intraperitonealen Injektion 
der gleichen Menge wie am Vortage, jedoch ohne Kochsalzlésung, waren die 
Vergiftungserscheinungen nur noch wihrend einer Viertelstunde schwach 
angedeutet. Obwohl das Tier am nachsten Tage wieder eine gréBere Dosis 
Zimtaldehyd intraperitoneal erhielt (0,15 g pro Kilogramm K6rpergewicht), 
trat eher eine erneute Abnahme der Vergiftungserscheinungen auf, die in 
geringfiigiger Unruhe und kurzdauernder, maBiger Atembeschleunigung 
bestanden. Eine Steigerung der injizierten Zimtaldehydmenge am nachsten 
Tage auf 0,20 g pro Kilogramm Kérpergewicht verursachte nur eine geringe 
Verstérkung der Erscheinungen. '/, Stunde nach der Injektion war das 
Tier véllig normal. 6 Stunden nach der Injektion trat plétzlicher Tod 
des Tieres ein. 

Bemerkenswert war das stete Parallelgehen der Harnausscheidung 
mit der Starke der toxischen Erscheinungen. In dem Mabe, wie sich das 
Tier an den Zimtaldehyd gewéhnte, 'ieB es seltener und weniger Urin. 
Es scheint, da8 die Resorptionsfahigkeit bei wiederholter Injektion ab- 
genommen hat und hierdurch die diuretische Wirkung schwicher in Er- 
scheinung getreten ist. Dafiir spricht der Sektionsbefund. 7 Stunden 
nach der letzten Injektion waren zwischen den entziindlich verklebten 
Darmschlingen noch etwa 8cem nach Zimtaldehyd riechendes Olivendl 


vorhanden. 

Die chemische Untersuchung des Harns von Kaninchen Nr. 5 
ergab das Vorbandensein von Benzoesiure, die teils frei, teils als Hippur- 
siure nachzuweisen war, sowie von Zimtsaure, die mit Glykokoll gepaart 
war, neben Spuren einer bei 198° schmelzenden Substanz. 











Fiitterung von Furfurakrylsiure an Kaninchen. 


Von 
E. Friedmann. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 16. September 1931.) 


M. Jaffé und R. Cohn' haben Kaninchen Furfurakrylséure sub- 
cutan gegeben und aus dem Harn Furfurakrylursaure isoliert. In einer 
zweiten Arbeit? geben die Autoren an, daB sie Kaninchen Furfurakryl- 
sdure in Portionen von 6 g darreichten und aus dem Harn der Versuchs- 
tiere 0,5g Furfurakrylursaure und 0,2 g Pyromykursdure erhielten. 

In den von mir* ausgefiihrten Fiitterungsversuchen an Hunden 
wurden nach subcutaner Injektion von 0,2 g Furfurakrylsiure pro 
Kilogramm Tier aus dem Harn der Versuchstage Furfurakrylurséure 
zu 29,4°, Brenzschleimséure zu 22,4°% der eingefiihrten Furfurakryl- 
siure und geringe Mengen Acetofuran isoliert. 

In der Absicht, Vergleichsmaterial fiir die Beurteilung der Abbau- 
fahigkeit ungesattigter Siuren im Tierkérper zu gewinnen, habe ich 
die Versuche von Jaffé und Cohn an Kaninchen wieder aufgenommen. 
Abweichend von ihrer Dosierung wahlte ich im AnschluB an die von 
Sasaki* und mir® ausgefiihrten Versuche die Mengen von 0,3 g pro 
Kilogramm ‘Tier. 

Der Harn der Versuchstiere lieferte nur Pyromykursdure. In der 
ersten Versuchsreihe wurden 45°, in der zweiten Versuchsreihe 54°, 
der verfiitterten Furfurakrylsiure als Pyromykursiéure ausgeschieden. 
In beiden Fallen fehlte Furfurakrylursdure vollig. Beide Versuche 
ergaben tibereinstimmend die Anwesenheit eines zweiten Furanderivats 


im Harn. 


1M. Jaffé u. R. Cohn, B. 20, 2317, 1887. 

2 Dieselben, ebendaselbst 21, 3461, 1888. 

3 E. Friedmann, diese Zeitschr. 35, 41, 1911. 
4 T. Sasaki, ebendaselbst 25. 272, 1910. 

5 BE. Friedmann, |. ec. 
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Dieser Versuch zeigt, dab das Kaninchen Furfurakrylsdure leichter 
anzugreifen vermag als der Hund. Der Umsatz der Furfurakrylsaéure 
zu Brenzschleimsaure bzw. Pyromykursaure betragt beim Hund 22,4°,. 
beim Kaninchen 45 und 54°,. Ferner scheidet der Hund 29,4°, der 
verfiitterten Furfurakrylsiure unverandert aus, wahrend beim Ka- 
ninchen sogar bei etwas héherer Dosierung tiberhaupt keine Furfur- 
akrylursdure auftritt, und erst nach einer so ungewéhnlich groBen 
Menge, wie sie Jaffé und Cohn verabfolgen, erscheinen 6,8°,, der ein- 
gefiihrten Furfurakylsdure als Furfurakrylursiure im Harn der Ka- 
ninchen. 

Auch in der isozyklischen Reihe scheint ebenso wie in der Furan- 
reihe der Unterschied in der Angreifbarkeit der Doppelbindungen 
beim Fleisch- und Pflanzenfresser zu bestehen. So liefert Cinnamal- 
essigsaure, wie ich mit H. Mai! gezeigt habe, beim Kaninchen lediglich 
Hippursaure, wahrend nach H. DP. Dakin® beim Hund gleichzeitig 
Cinnamoylglycin, Benzoylessigsiure und linksdrehende £-Phenyl-/-oxy- 
propionsdure auftreten. Es soll daher untersucht werden, ob weitere 
Beispiele fiir dieses unterschiedliche Verhalten von Fleisch- und 
Pflanzenfressern ungesattigten Sauren gegeniiber aufzufinden sind, 
und ob hier eine bisher unbekannte Funktion des Kohlenhydratstoff- 
wechsels zum Ausdruck kommt. 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung des Ausgangsmaterials. 

Furfurakrylséure wurde nach Siklibhushan Dutt? durch drei- 
stiindige Einwirkung von 2!/, Mol Furfurol auf 2'/, Mol Malonsiure, 
in 3 Mol Pyridin gelést, bei Gegenwart von 10 Tropfen Piperidin dar- 
gestellt. Die Ausbeute betrug 78,3°,. Die erhaltene Furfurakrylsaure 
wurde aus der zehnfachen Menge Benzol umkristallisiert. Das Verfahren 
von Siklibhushan ist der Kondensation nach Knoevenagel’ (Furfurol, 
Malonsaure und 1 Mol alkoholischen Ammoniaks) vorzuziehen, da nach 
Knoevenagel nur 40°, Ausbeute erhalten werden, und hat gegeniiber 
der Methode von v. Baeyer® (Einwirkung von Furfurol auf Natrium- 
acetat bei Gegenwart von Essigsiureanhydrid) in der Modifikation 
von W. Marckwald* oder H. B. Gibson und C. F. Kahnweiler? den Vorzug 
des rascheren Arbeitens. 


1 £. Friedmann u. H. Mai, diese Zeitschr. 242. 282, 1931. 

H. D. Dakin. Journ. of biol Chem. 6. 221, 1909. 

® Siklibhushan Dutt, Chem. Centralbl. 1925, IT, 1853. 

4 BE. Knoevenagel, B. 81, 2614, 1899. 

5 4A. v. Baeyer, B. 10, 357, 1877. 

® W. Marckwald, B. 20, 2811, 1887: 21, 1081, 1888. 

7 H. B. Gibson u. C.F. Kahnoweiler. Amer. chem. Soc. 12, 314, 180. 
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Zur Injektion wurden 5g Furfurakrylsiure und 3g Natrium- 
bicarbonat mit sterilem Wasser gelést. Die Lésung wurde auf 100 ccm 
aufgefiillt. 10 ccm der Lésung entsprachen demnach 0,5 g Furfurakryl- 
saure. 

2. Fiitterungsversuche. 

Versuch 1. Drei Kaninchen vom Gewicht 4,125, 3,890, 2,725 kg. die 
mit Hafer ernahrt wurden, erhielten je 0,3 g Furfurakrylsiure pro Kilo- 
gramm Tier in 5° iger, mit Natriumbicarbonat neutralisierter Lésung 
subeutan. Im ganzen wurden 3,17 g Furfurakrylséure gegeben. Die Sub- 
stanz wurde reaktionslos vertragen. 

Der Harn der Fiitterungstage und der drei Nachtage wurde in ublicher 
Weise zur Extraktion vorbereitet und 50 Stunden mit Ather extrahiert. 

Der atherische Extrakt bestand aus einer rétlichen atherischen Lésung 
und einem dunkelroten Sirup. Kristalle waren nicht ausgeschieden. 

Die atherische Lésung wird vom Sirup getrennt, vom Ather befreit, 
der Riickstand mit 40 cem Wasser iibergossen und mit Essigaéther aus- 
gezogen. Der Sirup wird in 50 cem Wasser gelést, die Lésung nach Stehen 
iiber Nacht von wenig dliger Ausscheidung filtriert und mit Essigather 
erschépft. Die Essigitherausziige werden mit Natriumsulfat getrocknet 
und zur Kristallisation durch Eindunsten aufgestellt. Die iiber Nacht 
ausgeschiedenen Kristalle werden auf Ton abgepreBt und nach zweitagigem 
Liegen auf Ton gewogen. Die Menge des Rohproduktes betragt 3,27 g. 

Bereits nach einmaligem Umkristallisieren aus Essigither werden 
farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 165° (unkorr.) erhalten, die die EKigen- 
schaften der Pyromykurséure haben, mit der sie durch die Mischschmelz- 
probe identifiziert werden. Es werden 1,76 g reine Pyromykursaure erhalten. 

Zur Analyse wurde die Pyromykurséiure zweimal aus Essigiéither, 
einmal aus Wasser umkristallisiert und bei 100° getrocknet. 

C;H;NO,. Ber.: N 8.29%. Gef.: N 8,35°%. 

In diesem Versuch sind 45,3°, der verfiitterten Furfurakrylsdure 
als Pyromykursdure isoliert worden. 

Neben der Pyromykursiéure ist eine zweite Sdure vorhanden, 
deren wiisserige Lésung mit konzentrierter Schwefelsdure unterschichtet 
eine prachtige, kirschrote Farbenreaktion zeigt. Die Reaktion erinnert 
an die von Sasaki! nach Verfiitterung von Furfurpropionsdure an Hunde 
erhaltene Substanz, die die gleiche Farbenreaktion gab. 


Furfurakrylurséure war im untersuchten Harn nicht vorhanden. 


2. Versuch. Vier Kaninchen vom Gewicht 4,795, 4,475, 2,537 und 
4.580 kg, die mit Hafer, Riiben und Blumenkohlblattern ernahrt wurden, 
erhielten an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 0,3 g Furfurakrylsdure 
pro Kilogramm Tier in 5° iger, mit Natriumbicarbonat neutralisierter 
Lésung subeutan. Im ganzen wurden 9,85 g Saure injiziert. Das Gewicht 
der Tiere am dritten Nachtage betrug 4,955, 4,575, 2,522 und 4,550:kg. 
Die Substanz wurde gut vertragen. 


1 T. Sasaki, diese Zeitschr. 25, 292, 1910. 
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Verarbeitet wurde der Harn der Versuchstage und der drei Nachtage. 
Die Dauer der Atherextraktion des, wie beschrieben, vorbehandelten Harns 
betrug 72 Stunden. 

Nach zweistiindiger Extraktion beginnt die atherische Fliissigkeit 
sich zu triiben. Sie klart sich bei weiterer Extraktion durch Abscheidung 
eines gelben, leicht bréunlichen Sirups, der mit Kristallen durchsetzt ist. 
Die aitherische Fliissigkeit ist klar, gelblich und enthalt nicht den roten 
Farbstoff, der im Atherextrakt nach Haferfiitterung (Versuch 1) beobachtet 
worden ist. 

Die atherische Lésung (A) wird vom Sirup (B) abgegossen, der Ather 
abdestilliert und der hinterbleibende dlige Riickstand in Essigither auf- 
genommen. Der Essigiitherauszug gibt beim Verdunsten 2,2 g Pyromykur- 
siure. Aus der Mutterlauge werden weitere 0,83 g¢ Pyromykurséure, im 
ganzen 3,03 g Pyromykurséiure gewonnen, die nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus Essigather den fiir Pyromykursaure angegebenen Schmelz- 
punkt von 165° (unkorr.) zeigen, mit der sie durch die Mischschmelzprobe 
identifiziert werden. 

Der Sirup (B) wird mit Essigéither ausgekocht, in dem ein Teil unléslich 
ist. Der Essigitherauszug setzt beim Erkalten geringe Mengen einer 6lig- 
wasserigen Ausscheidung ab, von der nach Stehen tiber Nacht abgegossen 
wird. Das nach Abdestillieren des Essigiithers hinterbleibende Ol wird mit 
wenig Essigither angeriihrt. Die sofort einsetzende Kristallisation wird 
2 Tage sich selbst tiberlassen. Darauf werden die Kristalle abgesaugt. 
Ihre Menge betragt 3,4g. Aus der Mutterlauge werden weitere 0,05 ¢ 
und aus der Mutterlauge dieser Kristallisation erneut 0,02 g¢ Substanz 
gewonnen. Der Sirup (B) lieferte demnach 3,47 g Saure, die nach einmaligem 
Umkristallisieren aus Essigéther den Schmelzpunkt 165° (unkorr.) zeigten. 
Sie erwiesen sich als identisch mit Pyromykurséure. Dementsprechend 
gab die Mischschmelzprobe der aus dem Harn isolierten Saéure mit syn- 
thetischer Pyromykurséure keine Depression des Schmelzpunktes. 

Zur Analyse wurde die aus der atherischen Lésung (A) und die aus 
dem Sirup (B) gewonnene Pyromykursiéure vereinigt, aus Wasser um- 
kristallisiert und bei 100° getrocknet. 

C;H,;NO,. Ber.: 8.29%. Gef.: 841°). 


In diesem Versuch sind nach Verfiitterung von 9,89 g Furfurakryl- 
siure 6,5 g¢ Pyromykursdure isoliert worden. 53,9°, der verfiitterten 
Furfurakrylsaure sind demnach in Pyromykurséure wubergegangen. 

Auch in Versuch 2 wurde die Anwesenheit der mit konzentrierter 
Schwefelsiure unter Rotfirbung reagierenden Saure  festgestellt. 
Furfurakrylursdure fehite vollstindiq. 








Uber eine spezifische Adenylpyrophosphatase. 


Von 
Erik Jacobsen. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 16. September 1931.) 


Nach Lohmann' und Fiske* ist das in den Geweben gefundene 
Pyrophosphat mit einer Adeninpentosephosphorsaéure (Adenylsaure) 
verbunden. Diese Adenylpyrophosphorséure ist als ein wesentlicher 
Bestandteil des Cofermentsystems der Milchsaéurebildung konstatiert 
(Lohmann*®, Meyerhof, Lohmann und Meyer*). Es war schon lange be- 
kannt, da es die Pyrophosphatfraktion ist, welche durch ihre enzy- 
matische Spaltung fiir die Abspaltung anorganischen Phosphats nach 
dem Absterben der verschiedenen Gewebe hauptsachlich verantwortlich 
ist, wie Lohmann® fiir die Muskulatur, Engelhardt® und Barrenscheen 
und Braun’ fiir die Erythrocyten mitgeteilt haben. Die Untersuchungen 
Engelhardts (|. ¢.) machen es wahrscheinlich, daB der Zerfall des Pyro- 
phosphats auch in lebenden Organen vor sich geht und da dieser 
Zerfall durch eine Resynthese kompensiert wird. 

Es liegen nur wenige Untersuchungen tiber pyrophosphatspaltende 
Enzyme vor. Neuberg und Wagner® hatten die enzymatische Aufspaltung 
des Diphenylpyrophosphorsaureesters aufgefunden, und Neuberg und 
Jacobsohn® haben auch die Spaltung anderer zyklischer Pyrophosphor- 
siiureester beschrieben. Lohmann (l.c.) hat gezeigt’, daB Muskelbrei 


Naturwissensch. 17, 624, 1929. 
Science 2, 281, 1929. 

Diese Zeitschr. 237, 445. 1931. 
4 Ebendaselbst 237, 437, 1931. 
Ebendaselbst 208, 172, 1928. 
Ebendaselbst 227, 16, 1930. 

7 Ebendaselbst 231, 144, 1931. 
Ebendaselbst 171, 485, 1926. 
Ebendaselbst 199, 498, 1928. 
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zugesetztes anorganisches Pyrophosphat, Hexosedi- oder Hexosemono- 
phosphat in ahnlicher Weise wie die im Muskelbrei anwesende Pyro- 
phosphatfraktion zu zersetzen vermag. Aay! stellte fest, dab Organ- 
extrakte der Saugetiere eine betrachtliche Fahigkeit haben, anorganisches 
Pyrophosphat zu hydrolysieren, und daB die Verteilung der Pyro- 
phosphatase der verschiedenen Organe ganz dieselbe ist wie die fiir 
Hexosemono-, Hexosedi- und Glycerophosphate gefundene?. Ebenso 
hat Jacobsen® gefunden, daB man Glycerophosphatase und anorganische 
Pyrophosphatase nicht durch ihre Destruktionsfahigkeit trennen kann. 
Verglichen mit den Resultaten Hommerbergs*, welche sehr eindeutig 
zeigen, daB Phosphatasepraparate der Niere und der Knochen dieselbe 
Wirkung auf Hexosemono-, Hexosedi- und Glycerophosphatasen 
haben, machen die angedeuteten Versuche wahrscheinlich, daB der 
Zerfall des Pyrophosphats in Zellen von einer unspezifischen Phosphatase 
verursacht wird. 

Es scheint doch, als ob man wenigstens im Lebergewebe noch eine 
Phosphatase, die von den bekannten unspezifischen Phosphatasen 
leicht trennbar ist, konstatieren kann. Diese Phosphatase scheint 
nur wirksam gegen die komplexen Pyrophosphatverbindungen in Blut 
oder Muskulatur und nicht gegen andere Phosphatverbindungen, 
auch nicht gegen anorganisches Pyrophosphat. 

In den folgenden Versuchen wurde die Orthophosphatbestimmung 
nach Briggs® ausgefiihrt, indem man Proben von 5ccm mit | ccm 
20°%,iger Trichloressigsiure enteiweiBte und die Bestimmung mit 
5 cem des Filtrats vornahm. Das Pyrophosphat wurde nach Loh- 
mann® bestimmt mit folgender Modifikation: dem _ trichloressig- 
sauren Filtrat der Proben wurde nicht HCl, sondern H,SO, in einer 
dem Schwefelsiuregehalt der Reagenzien entsprechenden Konzen- 
tration zugesetzt. Nach der Hydrolyse wurden schwefelsiurefreie 
Reagenzien verwandt. Die Hydrolysezeit ist etwas linger als mit 
HCl, die Methode hat aber den Vorteil, daB man eine gréBere 
Menge Filtrat anwenden und deswegen bei kleineren Pyrophosphat- 
konzentrationen eine gréBere Genauigkeit erzielen kann. In praxi 
wurden 5ccm des trichloressigsauren Filtrats in ein 10-cem-Mab- 
kélbchen pipettiert, 1 ccm 5nH,SO, zugesetzt und im siedenden 
Wasserbad erhitzt; nach 15 Minuten ist die ganze Pyrophosphat- 


' Biochem. Journ. 22, 1446, 1928. 

* Ebendaselbst 22, 855, 1928. 

Noch nicht veréffentlicht. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 123, 1929. 
Journ. of biol. Chem. 53, 13, 1922. 

Diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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fraktion hydrolysiert, und nach Kiihlung mit kaltem Wasser werden 
5°, NH,-Molybdatlésung und Reduktionsmittel zugesetzt. 

Als Substrate dienten neutralisierte, mit Trichloressigsdéure ent- 
eiweiBte Filtrate von Vollblut (1 Volumen Blut aus den Adern 
direkt zu 1 Volumen 1°,ige Trichloressigsiure [Robison und Soames], 
1 Volumen Wasser und | Volumen 20° ige Trichloressigsiure. Das 
Gemisch wird filtriert und darauf gegen Phenolphthalein mit 30° ,igem 
NaOH neutralisiert. In einigen Versuchen wurden auch trichloressigsaure 
Extrakte von Froschmuskulatur verwandt. Als das Phosphagen auch 
mitbestimmt wurde, hatten die letztgenannten Substrate den Nachteil, 
daB der Quotient O-phosphat: P-phosphat viel gréBer war als der 
entsprechende der Blutextrakte. Zwar hat man das Adenylpyro- 
phosphat nicht direkt aus Blut isoliert, wie das aus Muskulatur geschah 
(Lohmann*); doch kann man, wie Barrenscheen und Braun nach- 
gewiesen haben, auch aus Blut wirksame Cozymasepraparate darstellen. 

Endlich wurde frisches Lebergewebe (Kalb, Schwein, Schaf, Ratte) 
mit Wasser und Sand in gleichen Mengen zerrieben: in dem zellfreien 
Zentrifugat sind groBbe Mengen des wirksamen Prinzips vorhanden. 


Als Puffer wurde NaHCO, zugesetzt. 


Versuch ] 


zeigt die enzymatische Spaltung der Pyrophosphatfraktion des Blut- 
phosphats durch Leberextrakt. 
Substrat aus Schweineblut (4.3 cem leem Blut): 250 cem. 
NaHCoO,: 2,5 ¢. 
Leberextrakt aus Schweineleber: 10 ccm. 





A B Cc 
Einwiekungs- : — nearer : Berechnet 
dauer (39° C) O-Phosphat-P Nach Kochen mit Hy, SO, Pyrophosphat-P * 
Min. mg/cem + 15 Min. et ae Min. ; mg/ecm 
0 0,0279 0,0452 0,0470 0.0155 
10 0,0366 0,0461 0,0478 0,0078 
20 0,0412 0,0465 0,0484 0,0034 
40 0,0470 0,0495 0,0511 0,0009 
80 0,0545 0.0558 0,0580 (— 0,0009) 


* Pyrophosphat-P ist nach der Formel: Py-P = B — A —(C —B) und damit fiir die 


Hydrolyse anderer anwesender Phosphorsiureester korrigiert. 


Ganz dieselbe Spaltung der Pyrophosphatfraktion wird beobachtet, 
wenn man nicht Blut, sondern Muskelfiltrate anwendet. 


! Biochem. Journ. 18, 765, 1924. 
2 Diese Zeitschr. 233. 460, 1931. 
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Versuch 2. 
Enzymatische Spaltung der Pyrophosphatfraktion des Muskelphosphats 
durch Leberextrakt. 
Substrat : neutralisiertes Trichloressigsiureextrakt aus Froschmuskulatur, 
100 cem (entsprechend etwa 10 g¢ Muskel). 


Leberextrakt aus Schweineleber: 5 cem. 





A B ( 
Kinwirkungs- Berechnet 
dauer (39° () O-Phosphat-P Nach Kochen mit H,S0O, Pyrophosphat-P * 
Min. mg eem 15 Min 30 Min. mg ccm 
0 0,0527 0,0655 0.0655 0,013 
10 0.0580 0.0652 0.0655 0.007 
20 0.0685 0.0690 0.0680 0.00 
* Pyrophosphat-P ist nach der Formel: Py-P = B— A — (C — B) und damit fiir dic 


Hydrolyse anderer anwesender Phosphorsiureester korrigiert 


Im Vergleich mit Leber hat Muskulatur nur eine sehr geringe 
Fahigkeit, diese Pyrophosphatfraktion zu zersetzen; mit der erwahnten 
Technik wird in der Versuchszeit nur wenig von den komplexen 
Phosphaten des Blutes hydrolysiert, was auch Kay und Robison be- 
staitigen kénnen!. 

Versuch 3. 

In fliissiger Luft gefrorene Muskulatur und Leber eines Kaninchens 
wurden fein pulverisiert und in Wasser aufgertihrt, so daB lLeem 0,2¢ 
Muskel bzw. Leber entsprach. Nach 2 Stunden Aufbewahren bei 40° 
wurde zu 1 ccm jeden Extrakts 30 cem Substrat aus Menschenblut (5,1 cem 

leem Blut) gesetzt. Auch Blindansaétze mit | cem Extrakt zu 30 cem 
1°.ig. NaHCO, wurden hergestellt. 


Spaltungszeit 1 Stunde, Temperatur 39°. 





O-Phosphat-P mg/cem 
Gespalten 


Anfang Nach 1 Std 
Leber und Blutfiltrat . . Loy 0,0111 0.0254 0.01438 
Leber und 1% NaHCO, 0.0054 0.0057 0,0013 
Muskel und Blutfiltrat . ; 0.0123 0,0127 0.0004 
Muskel und 1% NaHCO, 0,0071 0.0080 0.0009 


Wahrend die Leberextrakte sehr wirksam gegen die Pyrophosphat - 
fraktion des Blutes oder der Muskelgewebe sind, erweist sich die Spaltung 
des anorganischen Pyrophosphats als sehr geringfiigig. 


1 Biochem. Journ. 18, 1139. 1924. 

















Ansatz I: 


Substrat aus Schweineblut 
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d. 





Versuch 





lecem Blut) 100 cem 





(5 ecem 








10° ig. NaHCO, .« 5 
Leberextrakt 3 
Ansatz 2: Na-Pyrophosphatlésung mit 0,1] mg P ecm 20 
Wasser = hes 80 
10°% ig. NaHCO, . 5 
Leberextrakt 3 

A B c 


Ein wirkungs- 


dauer (39° C) O-Phosphat-P 


Min. ng/cem 
0 0,0184 
5 0,0213 
10 0.0240 
15 0.0265 
0 0.0067 
5 0.0072 
10 0.0073 
15 0,0077 
Auch dem Blutfiltrat 


wurde nicht angegriffen. 


Ansatz I: 


Substrat aus Schweineblut. 





¥ : Pyrophosphat 


Nach Kochen mit H, S80, gespalten 

‘15Min. = 30 Min. 

Ansatz 1: 

0.0341 0.0367 —_ 

0,0351 0,0359 13 

0,0351 0.0373 30 

0.0374 0.0390 31 

Ansatz 2: 

0,0234 0,0234 — 
ns RAs 3 
— —_ 4 

0.0235 0.0237 6 


zugesetztes anorganisches Pyrophosphat 


Versuch 5. 


30 cem 





Wasser of ome 20 

10% ig. NaHCO, . 2 
Leberextrakt . 2 

Ansatz 2: Substrat aus Schweineblut. . ....... . 30 
Na-Pyrophosphatlésung (mit 0,l mg Pjcem). . . 20 

10°oig. NaHCO, . 2 
Leberextrakt . 2 

A B ( 


Einwirkungs- 
dauer (39° C) 


Min. mg ecm 
0 0,0178 
30 0,0294 
60 0,0290 
0 0,0178 
30 0,0305 
60 0.0325 





O-Phosphat-P 





Nach Kochen mit H,S0, 


15 Min. “30 Min. 
Ansatz 1: 

0.0272 0,0285 

0,0305 0,0320 

0,0307 0.0320 : 
Ansatz 2: 

0,0650 0,0670 

0.0675 0.0680 

0.0670 0.0682 










Setrcimeistrnelinsberses IS a os 





Spezifische Adenylpyrophosphatase. 297 


Nach Lohmann (I. c.) wird durch Alkalibehandlung des Ba- 
Adenylpyrophosphats das anorganische Pyrophosphat abgespalten. 
Es wurde nun versucht, ob man durch Kochen des Ba-Nieder- 
schlags des Blutfiltrats eine leberresistente und doch leicht saure- 
hydrolysierbare Fraktion darstellen konnte. 


Versuch 6. 


Zu zwei Portionen von je 80ccm Substrat aus Schweineblut (ent- 
sprechend 16 cem Blut) wurden 10 ccm gesattigter Ba(OH),-Lésung gesetzt. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen. Beiden 
Niederschlagen wurden dann je 5cem n NaOH zugesetzt und das Barium 
als Sulfat ausgefallt, die eine Portion sofort, die andere nach halbstiindigem 
Stehen im siedenden Wasserbad. Das Ba-Sulfat wurde abzentrifugiert 
und mehrmals gewaschen. Zentrifugat und Waschwasser wurden zusammen- 
gegossen, neutralisiert, 5cem 10° ig. NaHCO, zugesetzt und endlich 
mit Wasser auf das urspriingliche Volumen, 80 cem, gebracht. Jeder Probe 
wurden 5ccm Leberextrakt zugesetzt. 





A B Cc 
Einwirkungs- —— = — = ) 
dauer (399 C) O-Phosphat-P Nach Kochen mit H, SO, Pyrophosphat-E 
Min. mg cem 15 Min. 30 Min. mg ecm 


Ansatz 1: Nichtalkalihydrolysiertes Substrat. 


0 0,0277 0,0339 0.0343 0,0058 

60 0,0350 0,0366 0,0374 0,0008 

150 0,0349 0.0363 0.0372 0,0005 
Ansatz 2: Alkalihydrolysiertes Substrat. 

0 0,0358 0,0428 0,0434 90,0062 

60 0.0366 0.0440 0.0448 0.0066 

150 0,0375 0.0440 0.0450 0.0055 


Durch die Alkalibehandlung ist ein Teil des séurelésbaren Phos- 
phats des Blutes zersetzt, die Pyrophosphatfraktion ist aber nicht an- 
gegriffen, und, wie zu erwarten, nicht mehr von Leber leicht hydroly- 
sierbar. 

Man kann also in Lebergewebe eine sehr spezifische Phosphatase 
nachweisen, und zwar ist diese nicht identisch mit der anorganischen 
Pyrophosphatase, obgleich das Pyrophosphatmolekiil einer komplexen 
Pyrophosphatverbindung angegriffen wird. Es ist auch nicht wahr- 
scheinlich, daB diese Phosphatase mit der wohldefinierten Phosphatase 
(die sowohl Glycero- wie Hexosephosphate hydrolysieren k6énnen) 
identisch ist. Diese beiden lassen sich auch sehr leicht durch eine 
Alkoholbehandlung voneinander trennen; die Adenylpyrophosphatase 
wird zerstért, nicht aber die Glycero- und die Pyrophosphatase. 


Biochemische Zeitschrift Band 242. %” 








298 kK. Jacobsen: 


Versuch 7. 
50 ccm Leberextrakt werden 2 Volumen 96°,igen Alkohols zugesetzt, 


der ausgefallte Proteinniederschlag abzentrifugiert und in etwa 25 ccm 
Wasser wieder aufgeschiittelt. 
Ansatz 1: Substrat aus Schweineblut (entsprechend 10 cem 
RE eer ae en ae 
Leberextrakt, unbehandelt. . . . . . ..... =38 
Ansatz 2: m/200 Na-Glycerophosphatlésun; me vd! Ge “oes 
ee AR ee a ea | 
Leberextrakt, unbehandelt. . . . ....... =8 
Ansatz 3: m/200 Na-Pyrophosphatlésung . . . . . . . . . 48 
Wemter .... et a ae er re 
Leberextrakt, apieahendals a ee eo ee 
Ansatz 4: Substrat aus Schweineblut. . . . . . . . . . . 50 
Leberextrakt, alkoholbehandelt, wie beschrieben . 3 
Ansatz 5: m/200 Na-Glycerophosphatlésung . . . 43 


K-Phosphatlésung mit 0,1 mg P/ceem (um der “n dure h 
die Alkoholfallung im Enzympraparat entstehen- 
den P-Verlust zu kompensieren) 

Leberextrakt, alkoholbehandelt . 

m/200 Na-Pyrophosphatlésung .. pata ok. aoe 

K-Phosphatlésung mit 0,1 mg P/cem . 

Leberextrakt, alkoholbehandelt . 


Ansatz 6: 


— 


welrw wel 





mg/cem O-Phosphat-P nach der Einw iskunged: 1uer, bei 3% 


Ansatz 
0 Min. 5 Min. 10 Min. | 20Min. | 70 Min. 140 Min 

1. Blut und unbehandelter 

Extrakt .... 0,0360 0,03887 0,0410 0,0435 -- ~- 
2. Glycerophosphat und ohe- 

handelter Extrakt. . . .  0,0212 . = : 0.0300 0.0370 
3. Pyrophosphat und unbe- 

handelter Extrakt. . . .  0,0216 - - 0.0325  0,0395 
4. Blutphosphat und be- 

handelter Extrakt. . . .  0,0237 0,0237 0,0240 0,0253 
5. Glycerophosphat und be- 

handelter Extrakt. . . .  0,0220 _ — aa 0.0300 | 0.0365 
6. Pyrophosphat und be- 

handelter Leberextrakt . 0,0220 -- — -- 0,0315 0,0350 


Man hat hier ein Praparat hergestellt, das, obwohl der Glycero- 
(und Pyro-)Phosphatasegehalt beinahe derselbe wie urspriinglich ist, 
viel geringere Spaltungsfahigkeit gegeniiber den komplexen Blut- 
phosphaten, und damit auch gegeniiber dem komplexen Pyrophosphat 
des Blutes besitzt. Das im Vakuum eingeengte alkoholische Zentrifugat 
hat keine Phosphatasewirkung, speziell nicht gegeniiber Blut- oder 
Muskelfiltraten. 

Die relative Verteilung der Adenylpyrophosphatase der ver- 
schiedenen Organe ist nur fiir die Leber und die Nieren untersucht. 

















pontine 


a: 7 are 
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Die Spaltungsfahigkeit von Extrakten der erwahnten Organe gegentiber 
Blutphosphat wurde bestimmt und mit der gegeniiber Glycero- 
phosphaten verglichen. Die Resultate sind in Tabelle I angegeben. 
Extrakte aus Niere und Leber desselben Tieres wurden auf die be- 
schriebene Weise hergestellt und in gleichen Mengen teils zu einer 
m/200 Na-Glycerophosphatlésung, teils zum Blutfiltrat hinzugesetzt. 
Der in derselben Zeit freigemachte O-phosphat-P gibt ein Mab fiir den 
Gehalt der Glycero- bzw. Adenylpyrophosphatasen. Zwar ist dieser 
MaBstab dem Phosphatasegehalt nicht direkt proportional, erstens 
weil die Spaltung den Enzymmengen nicht linear folgt, zweitens weil 
noch eine andere kleinere Fraktion des Blutphosphats von den Extrakten 
gespalten wird. Aus der TabelleT sieht man, daB der Quotient 
Phosphat aus Blut gespalten 
Phosphat aus Glycerophosphat gespalten 


bei den Nierenextrakten stets kleiner ist als 1, wahrend er bei den 
Leberextrakten stets gréBer als 3 ist. Der Unterschied der Spaltungs- 
fahigkeiten ist so groBb, daB man diese nicht durch die erwahnten syste- 
matischen oder durch zufallige Versuchsfehler erkliren kann. 


Da nun Leber eine sehr groBe Menge einer komplexen  Pyro- 
phosphatase enthalt, wurde zuletzt untersucht, ob ein Teil des Leber- 
phosphats als Pyrophosphat gebunden ist. Nach Lohmann ist in 
der Leber der Pyrophosphatgehalt etwa 20°,, des direkt bestimmbaren 
Phosphats. Da hier nicht angegeben ist, wie schnell nach dem Tode 
des Tieres die Analyse von ihm ausgefiihrt war, wurde eine Bestimmung 
ausschlieBlich mit Hinblick auf einen eventuellen sehr raschen Zerfall 
der Pyrophosphatfraktion gemacht. 


Versuch &. 


Als Versuchstier diente ein Kaninchen. So schnell wie méglich nach dem 
Tode (Nackenschlag) wurde eine Probe der Leber in einen vorher gewogenen 
Morser mit 10 cem 20°,iger Trichloressigsiure gebracht und zerquetscht. 
Nach Filtration der trichloressigsauren Extrakte entfernte man das stark 
triibende Glykogen mit demselben Volumen Alkohol. In 2 cem des Zentri- 
fugats wurde die Phosphatbestimmung vor und nach Saurehydrolyse gemacht. 
Mit Zwischenriumen wurden weitere Proben von der Leber genommen. 


Tabelle IT zeigt, daB der Pyrophosphatgehalt der Leber viel gréBer 
ist als friiher erwahnt, und daB dieser sehr schnell autolytisch zerfiallt. 
In den als Enzympraparate verwandten Leberextrakten gibt es keine 
Pyrophosphatfraktion. Der grobe Pyrophosphatgehalt der Leber, 
0,25 mg P/eem (1,12 mg P,O;) ist nicht tiberraschend, wenn man an 
die Stellung des Adenylpyrophosphats im Cofermentsystem des 
Kohlenhydratabbaues erinnert. 
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Tabelle I. 
()-Phos- 
— phat-P O-Phos- - , , 
Tie Organ- ee cungs- rec vhat-P P aus ut abgespalten 
Pier oxtrakt Substrat = vor bzw. oot Paus Glyceroph. abgesp 
nach Enzym- spalten 
Min. wirkung 
Kaninchen Niere  Blutfiltrat 60 0.0127 
1 ecm 30 cem 0,0231 0.0104 
Niere (Gilycerophos- 60 0,0065 
1cem | phat 30 ecm 0.0182 0.0117 O89 
Leber _ Blutfiltrat 60 0,0111 
1 eem 30 ecm 0,0254 0.0143 
Leber Glycerophos- 60) 0,0054 
leem phat 30cem 0,0067 == 0.0013 12.7 
Ratte Niere _ Blutfiltrat 45 0,0087 
Nr. 1 1 cem 25 cem 0.0174 0.0087 
Niere Glycerophos- = 45 0,0040 
leem phat 25 cem 0,0197 = 90,0157 0.56 
Leber _ Blutfiltrat 45 0,0992 
1 cem 25 ecm 0,01385 =0,0043 
Leber Glycerophos- 45 0.0046 
lecm phat 25 ccm 0,0056 = -0,0010 43 
Ratte Niere _ Blutfiltrat 60 0,0073 
Nr. 2 1 eem 50 eem 0.0150  0,0077 
Niere Glycerophos- 60 0,0024 
leem | phat 50 cem 0,0136 0,0112 0,69 
Leber  Blutfiltrat 60 0,0073 
1 cem 50 cem 0.0112 0.0039 
Leber Glycerophos- 60 0,0021 
leem phat 50 ccm 0,0027 0.0006 6.5 
Kaib Niere _ Blutfiltrat 60 0,0115 
Nr. 1 1 ecm 50 cem 0,0174 0.0059 
Niere Glycerophos- 69 0,0075 
leem phat 50 cem 0,0139 = 0,0064 0,92 
Leber  Blutfiltrat 60 0,0064 
1 cem 50 cem 0.0097 = -0,0033 
Leber Glycerophos- 60 0,0105 
leem_ phat 50 ccm 0,0116 0,0011 3.0 
Kalb Niere Bluttfiltrat 60 0,0109 
Nr. 2 1 ccm 40 cem 0.0182  0,0073 
Niere Glycerophos- 60 0,0020 
leem phat 40 ccm 0,0139 = -0,0119 0.62 
Leber Blutfiltrat 60 0,0159 | 
leem  40cem 0,0237 0.0078 
Leber Glycerophos- 60 ,0065 j 
leem phat 40 cem 0,0087 0,0023 34 











Spezitische Adenylpyrophosphatase. 30] 


Tabelle I (Fortsetzung). 





O-Phos- 

, Kinwir- phat-P O-Phos- : 
ny lier Urgen- Substrat kungs- mg cem phat-P P aus Blut abgespalter 
Sp : extrakt cj danet vor bzw. abge Paus Glyceroph. abgesp 

nach Enzym spalten 
Min. wirkung 
Kalb Niere  Bluttiltrat 40 0,0124 
Nr.3 1leem 50 ecm 0.0153 0.0029 
Niere Glycerophos- 40 0,0115 
leem phat* 50 ccm 0,0162 0.0047 0.61 
Leber  Blutfiltrat 40 0,0115 
1 cem 50 ecm 0.0153 0,0038 
Leber Glycerophos- 40 0,0107 
leem phat* 50 cem 0,0117 0,0010 38 
Kalb Niere  Pyrophos- 15 0,0221 
Nr.4  Leem phat** 30cem 0.0460 0.0239 
Niere — Blutfiltrat 15 0.0318 
1 ccm 30 cem 0.0393 0.0075 032 
Leber = Pyrophos- 90 0.0138 
leem phat** 30cem 0.0216 


0.0276 0.0019 *** 
in 180Min.) 


Leber  Blutfiltrat 15 0.0237 
1 eem 30 cem 0.03819 0.0082 4.2 


* Diese Glycerophosphatlisung ist so hergestellt, dafi der Orthophosphatgehalt (0.0050 mg P 
und der Glyeerophosphat-P (0.0100 mg/cem) annihernd derselbe ist, wie das im Blurfiltrate 
enthaltene Orthophosphat und spalthare komplexe P 

* m 200 Na-Pyrophosphatlisang. 


* Berechnet als Spaltung in 15 Min 


Tahelle 11. 


Spontanzerfall der Pyrophosphattraktion der Leber. 





Filtrat Leber 
Zeit 
ac Ge . 
— Nach Kochen — 
Tode )-Phosphat-P mit H, SO, P-Phosphat-P  [eper-  O-Phosphat-P P-Phosphat-P 
probe 
Min. mg cem 15 Min. 30 Min mg ceu g meg Ing ¢g 
Sofort 0.050 0.142 0.146 0.088 4.9 OS O27 
’ 8 0.068 0.123 0,126 0,052 4.2 O23 OS 
: 25 0.083 0.116 O119 0,030 39 0.30 O11 
D0 0,100 0126 0131 0.023 4.3 O33 O00 
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Zusammenfassung. 

In der Leber ist eine Phosphatase nachgewiesen, die das komplexe 
Pyrophosphat des Blutes und der Muskeln spaltet. Diese Phosphatase 
greift das anorganische Pyrophosphat nicht an und kann durch Alkohol- 
behandlung von den Glycero- und Pyrophosphatasen getrennt werden. 
Die Spaltungsfahigkeit der Muskeln gegen die komplexen Pyrophosphat - 
verbindungen ist im Vergleich mit der der Leber sehr gering. Im Orga- 
nismus ist die Verteilung dieser Phosphatase und der Glycerophosphatase 
(oder anorganischen Pyrophosphatase) ganz verschieden. Der Pyro- 
phosphatgehalt der Leber ist sehr groB befunden, die Substanz zerfallt 
aber nach dem Tode schnell zu Orthophosphat. 




















Uber den Farbstoff des Rotkohls. 
I. (vorliufige) Mitteilung. 


Von 
Harry Willstaedt. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 16. September 1931.) 


Der Farbstoff des Rotkohls ist zwar schon mehrfach als Indikator 
benutzt worden!, doch liegen iiber seine Darstellung und seine Kon- 
stitution noch keine Arbeiten vor*. Die vorliegende Arbeit berichtet 
iiber erste Versuche zur Reindarstellung des Farbstoffs. 


Der Farbstoff des Rotkohls wird durch Wasser, verdiinnte Saure 
oder verdiinntes Alkali, Alkohol, verdiinntes Aceton oder Eisessig 
aus dem Pflanzenmaterial gelést. Er ist unléslich in Ather und den 
sonstigen tiblichen organischen Lésungsmitteln. Der Farbstoffextrakt 
ist bei neutraler Reaktion blau und wird durch wenig Saure violett, 
durch mehr Saure rot. Mit schwachem Alkali (verdiinntem Ammoniak, 
Ammoniumearbonat) erhalt man eine schéne Griinfarbung, mit starkem 
Alkali (Natronlauge) eine gelbe Farbung. In stark alkalischer Lésung 
scheint der Farbstoff aber zerstért zu werden, da nach einiger Zeit 
durch Saurezusatz kein Farbumschlag nach Rot mehr erzielt werden 
kann. Das gleiche erfolgt auch in schwach alkalischer Lésung beim 
irwirmen. Die Léslichkeitseigenschaften und die Farbenumschlage 
des Rotkohlfarbstoffs weisen auf seine Zugehérigkeit zur Anthocyan- 
gruppe hin. 


1 Walbum, diese Zeitschr. 48, 291, 1913; Eckerlin, Mitt. d. Kgl. Anst. 
f. Wasserhygiene 1915, 8. 58; Chem. Centralbl. 1915, TI, 489. 

2 In zwei alten Arbeiten, Jean, Polyt. Zentralbl. 1863, 8S. 1658 und 
Grothe, Deutsch. Industr. Ztg. 1864, Nr. 12 konnte keine wesentliche 
Reinigung erzielt werden. Es wird dort auch angegeben, der Farbstoff sei 
in Ather léslich, was nicht zutrifft. 
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Durch Oxydationsmittel (Wasserstoffperoxyd, Bromwasser) und 
teduktionsmittel (Natriumbisulfit) wird der Farbstoff gebleicht. 


Mit Pikrinséiure, Pikrolonséiure und LEisenchlorid bildet der 
Farbstoff keine schwerléslichen Verbindungen, so daB diese Ab- 
scheidungsmethode, die Willstdtter’ und Karrer? 6fter zur Iso- 
lierung von Anthocyanen haben benutzen kénnen, hier nicht an- 
wendbar ist. 

Die Isolierung gelingt durch Fallen des Farbstoffs mit Bleiessig, 
Wiederfre imachen des Farbstoffs mit Salzsiure, Findampfen und Fallen 
aus methanolischer Salzsaure nach Wi/lstatter und Bolton® mit wasseriger 
Salzsaure. 

Folgende Verfahrensart wurde als giinstig erkannt: 

100 g Rotkohlmehl (durch achttagiges Trocknen von Rotkobl- 
schnitzeln im Brutraum und Mahlen der trockenen Schnitzel in einer 
Kaffeemiihle gewonnen; aus 2 kg frischem Rotkohl erhalt man etwa 
170 g Trockenprodukt) werden 24 Stunden lang mit 1000 ccm Wasser 
extrahiert (Anséuern mit Salzsdure bis zum Farbenumschlag nach Rot 
beférdert die Extraktion und verhindert Bakterienwachstum in den 
Extrakten). Dann wird die Masse koliert. Der Riickstand auf dem 
Tuche wird ausgepreBt und dann nochmals mit 750 ccm angesaiuertem 
Wasser 48 Stunden extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden 
filtriert und im Vakuum auf 100 ccm eingedampft (Schaiumen ver- 
hindert man durch Zusatz von etwas Octylalkohol). Aus der ein- 
geengten Lésung, die jetzt etwa die Farbe einer konzentrierten Kalium- 
permanganatlésung besitzt, wird durch Zusatz von 170 ccm Bleiessig 
(Lésung von Kahlbaum) der Farbstoff ausgefallt. Die blaugriine Fallung 
wird abzentrifugiert und mit soviel Salzsdiure zersetzt, daB nach inten- 
sivem Reiben im Morser keine griinen Teile mehr vorhanden sind. 
Man filtriert dann vom Bleichlorid ab und leitet zur Fallung von etwas 
geléstem Blei Schwefelwasserstoff ein. Nach dem Filtrieren entfernt 
man durch einstiindiges Durchleiten von Luft den Schwefelwasserstoff. 
Die erhaltene klare sch6én rote Lésung engt man dann im Hausmann- 
Apparat unter vermindertem Druck zur Trockne ein. Der Riickstand 
wird in 20cem 2°%iger, methanolischer Salzsiure aufgenommen, die 
erhaltene Lésung wird in der Hitze filtriert. Zum Filtrat setzt man 
4ccm 10° ,ige wasserige Salzsaure und laBt tiber Nacht stehen. Die 
entstandene blauschwarze mikrokristallinische Fallung saugt man 
dann ab und trocknet sie. Eine vorlaufige Analyse zeigte, daB das 





1 Liebigs Ann. 408, 30, 1915; 412, 113, 1917. 
2 Helv. chim. Acta 10, 5, 78, 1927. 
3 Liebigs Ann. 408, 48, 1915. 
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erhaltene Produkt noch nicht véllig aschefrei ist. Das Praparat ist 
in Wasser schon ziemlich schwer léslich. 


Substanz*. . . . . 3,664 4,029mg 
Ma ..«...s SE B06. 
COR «i +s ss CRE BOE a 
Riickstand. . . . . 0,112 0,109 ,, 
a> ge a oe a 7,23% 
| a ae 63,38 63.77% 
[See a 2,71% 


* Mikroanalyse des Laboratoriums Dr. M. Engel, Berlin. 

Der Kohlenstoffgehalt scheint etwas héher zu sein als er sonst bei 
Anthocyanen gefunden wurde, doch sollen weitergehende Schliisse 
erst gezogen werden, wenn Analysen an weiter gereinigtem Material 
vorliegen. Die Reinigung soll unter Verarheitung gréberer Mengen 
fortgefiihrt werden. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft méchte ich meinen 
ergebenen Dank fiir die gewaihrte Unterstiitzung aussprechen. 


20* 








Die Glykogensynthese aus Milchsiure in der Leber in vitro. 





Von 
(. Pi-Suner Bayo und J. Foleh Pi. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Barcelona.) 
(Eingegangen am 16. September 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache der Synthese von Glykose und Glykogen aus Milch- 
siure im.Organismus ist schon friiher Gegenstand zahlreicher Abhand- 
lungen gewesen. Im AnschluB an die Theorie Cl. Bernards tiber die 
Bildung von Glykogen aus Glykose in der Leber und nach deren Be- 
stitigung durch eine Reihe von Forschern beobachteten Weiske und 
Flechsig (1), daB 60g Milchsaéiure, die einem Schaf in der Form von 
Calciumlaktat verabreicht wurden, auf dessen Stoffwechsel dieselbe 
\Wirkung ausiiben wie die entsprechende Menge Glykose. 

Araki (2) zeigte dann, da8 der Organismus das Natrium-d-laktat 
fast vollstandig resorbiert und zu Glykose verarbeitet, wahrend es bei 
einer CO-Vergiftung des Versuchstieres véllig durch den Harn abgesondert 
wird. Embden (3) beobachtete seinerseits die Umwandlung von Milchséure 
in Glykogen in der Leber, die mit einer Laktat enthaltenden Ringerlésung 
perfundiert wurde. Parnas und Baer (4) beobachteten dasselbe bei einer 
Schildkréte unter ahnlichen Bedingungen, Embden und Salomon (5) bei 
einem diabetischen Hund, Mandel und Lusk (6) bei einem Phlorrhizin- 
Hund usw. Spiater beschaftigte sich eine groBe Anzahl Forscher mit dieser 
Frage, nach den Untersuchungen Meyerhofs (7), Hills (8) und Embdens (9) 
iiber den Mechanismus der Muskelkontraktion und des Milchséure = Gly- 
kosezyklus. Dank der Verwendung der Mikromanometer ist es méglich 
gewesen, mit éuBerst geringen Mengen Gewebes (Schnittflachen von 0,5 mm 
Breite) genauere Bestimmungen durchzufiihren, z. B. von Meyerhof, Loh- 
mann und Meyer (10), Meyerhof und Lohmann (11) und Takane (12). 
Alle diese Versuche sind als Stiitze der Hypothese zu betrachten, da 
Muskel- und Lebergewebe Glykogen aus rechtsdrehender und racemischer 
Milchséure und in weit geringerem MaBe aus linksdrehender Milchséure 
in vivo zu bilden vermag. 
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In der letzten Zeit sind jedoch verschiedene Arbeiten erschienen, 
die hierzu im Gegensatz stehen. So berichtet Barrenscheen (13) iiber negative 
Ergebnisse bei Versuchen mit isolierten Hunde- und Kaninchenlebern, 
die mit einer Laktat enthaltenden Ringerlésung  perfundiert waren. 
Abramson und Eggleton (14) sowie Jansen und Jost (15) haben in isolierten 
Muskeln bei gleicher Behandlung keine Bildung von Glykose festgestellt, 
und Carruthers (16) behauptet dasselbe hinsichtlich des hepatischen Gewebes. 

Angesichts dieser sich widersprechenden Ergebnisse haben wir 
im AnschluB an eine Reihe von Versuchen (17 und 18), welche einer 
von uns beziiglich der chemischen Prozesse in Leber und Muskeln 
trainierter Tiere angestellt hatte, es fiir wiinschenswert gehalten, 
diese wichtige Frage zu kliren, welche sozusagen den 
Mittelpunkt der Forschungen tber den intermediaren 
Stoffwechsel der Kohlenhydrate darstellt, vor allem 
seit den Untersuchungen Neuwbergs und seiner Schule 
{darunter eine von uns (Nr. 19)] tiber die Dismutation 





von Methylglyoxal — sicherlich die erste C,-Verbin- 
dung, welche im Organismus auftritt — in Milchséure. 
Experimentelles. 


In unseren Bestimmungen haben wir von der 
Verwendung der Methode Barcroft-Warburg abgesehen, 
da dieselbe nach unserer Meinung wegen der geringen 
Mengen Gewebe, mit denen gearbeitet wird, zu Irr- 
tiimern AnlaB geben kénnte. Der giinstige Umstand, 
daB wir tiber geniigend Material verfiigten, zwang uns 
im ibrigen, wie es bei Mangel an solchem Versuchsstoff 
der Fall ist, nicht dazu, die erwihnte Methode zu_be- 
nutzen. 

A. Pi-Suner und einer von uns (20) beschrieben 
vor kurzem ein Rohrmodell (Abb. 1), welches zur Unter- 
suchung des Gewebsstoffwechsels in vitro bestimmt ist. 
Dasselbe besteht aus einem Glasrohr a von etwa 3 cm 
Durchmesser. Am unteren Ende des Rohres befindet 
sich ein abnehmbares Stiick 6 mit dem SchliffverschluB c, 
das mit dem Rohr vermittelst vier kleiner Metallfedern d, 
die ihrerseits an acht gekriimmten kurzen Verlinge- Abb. 1. 
rungen des Rohres e haften, verbunden ist. Am oberen 
Ende befindet sich ein einfacher Korkstépsel, durch welchen drei 
Rohre gehen, und zwar /, durch welches die Ringerlésung  ein- 
gefiihrt wird, h, das bis zum Boden reicht und zur Einfiihrung von 
Sauerstoff oder anderer Gase dient, die die Lésung durchstr6men 
sollen, und g, das genau an der unteren Flaiche des Korkes abgeschnitten 
ist und durch welches die Gase entweichen sollen. Die Verbreiterung 
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am unteren Teile des Rohres ist zur Aufnahme des gut zerkleinerten ] 
Versuchscrgans bestimmt. Man fiillt so viel Ringerlésung ein, bis diese ‘ 
das Ende des Rohres i erreicht, welches dazu dient, die Losung auf 


demselben Niveau zu halten. Sechs dieser Rohre sind in einem Thermo- 
staten, der sorgfaltig auf 37 bis 39° C gehalten wird, parallel angeordnet, 
und jedes einzelne dieser zur Aufrechterhaltung des Niveaus dienenden 
Abzugsrohre ist vermittelst eines Gummischlauches, welcher durch 
ein Loch im Boden des Thermostaten fiihrt, mit einem 500-ccm-Erlen- 
meyer verbunden. Dieser befindet sich unter dem Thermostaten und 
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Abb. 2. 


dient zur Aufnahme der zur Perfusion verwendeten Ringerlésung. 
Abb. 2 zeigt die ganze Vorrichtung. Die zur Perfusion vorbereitete 
Ringerlésung wird in die oberen Behalter eingefihrt (von denen einer 
zur Aufnahme der Lésung mit Milchséure, der andere fiir solche ohne 
Milchsaéure dient) und dann auf die sechs Rohre verteilt. 


Zur Perfusion wurden zwei isotonische Ringerlésungen verwendet, 
deren px zwischen 7,1 und 7,3 schwankte. Die eine Lésung enthielt 
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Milchséure, die andere keine, wodurch wir die Wirkungen beider auf 
die hepatische Zelle vergleichen konnten. Die Zusammensetzung der 
Lésungen war wie folgt: 


Mit Milchsaéure: Ohne Milchséure : 
Me «ste tend oe 2 Mg 2.1 kc ck wn» TO Z 
(a oe ee 8 g a nr 9 g 
I ee a 0,2 g oe ee eae ae 0,2 g 
(eo Oe a ee 0,2 g SU, 5 sans, Sess 0,2 g 
NaHCO, Pahl Se tard 0,1 g MOMCO.« s.0.4 0% % 0,lg 
CH,—CHOH—COONa 3g 


Wenn auch das Natriumbicarbonat als Puffer wirkte, geschah dies 
jedoch nicht in geniigendem Mabe, weshalb wir einen Teil des NaCl 
durch eine Mischung von Natrium-mono- und -diphosphat ersetzen 
muBten; hierdurch war das Bestehen eines normalen py gesichert. 


Nachdem alle Rohre vorbereitet und mit Ringer gefillt waren, 
wurden einige weibe Ratten von durchschnittlich 150 g, die wahrend 
3 Monaten normale Kost bekommen hatten, mittels eines halbmond- 
formigen Messers geképft; dann wurde die Leber rasch heraus- 
genommen, in eisgekithlte Glasschalen gebracht und dort mittels 
kleiner Scheren vollstandig zerstiickelt. Das Gewicht wurde auf einer 
Bangschen Torsionswaage festgestellt und als Schiffchen ein Stiick 
Stanniolpapier verwendet, das nach jeder Benutzung sorgfaltig ge- 
reinigt wurde. Fiir jedes Rohr wogen wir drei- oder viermal und kamen 
zu einem Gesamtgewicht von etwa 1500 mg. Nach jeder Wagung 
wurden die Leberteilchen in die Rohre im Thermostaten eingefiihrt ; 
dann lieBen wir die entsprechende Ringerlésung zirkulieren und 
Sauerstoff durchstrémen, und zwar mit einer Geschwindigkeit, die 
ausreichte, um die Zelle in einer Atmosphire dieses Gases arbeiten 
zu lassen. 


Wahrend dieses Versuchs, der etwa 5 Stunden dauerte und in dem 
insgesamt 250 ccm Lésung verbraucht wurden, stellten wir Kontroll- 
untersuchungen an mit Leberteilen, die auf dieselbe Art erhalten und 
prapariert waren, um den urspriinglichen Glykogengehalt derselben vor 
der Perfusion zu ermitteln. Dies geschah nach der Pfliigerschen Mikro- 
methode, von Collazo modifiziert und in einer friiheren Arbeit (21) im 
einzelnen beschrieben. Man erwarmt die Leber 3 Stunden lang mit 
60° iger Kalilauge im Wasserbad, dann fallt man dieselbe kalt mit 
absolutem oder 90° ,igem Alkohol, zentrifugiert und hydrolysiert das 
abgeschiedene Glykogen wahrend 3 Stunden mit verdiinnter Salzsaure. 
Zur Bestimmung des erhaltenen Zuckers benutzten wir die alte 
Bertrandsche Methode. 
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Wie oben erwaihnt, wurde die zur Kontrolle verwendete Leber 
gleich nach dem Abwiegen mit Kalilauge behandelt. Die perfundierten 
Leberteilchen wurden nach AbschluB des Versuchs der gleichen Be- 
handlung unterzogen. Die in jedem Rohr befindliche Fliissigkeit wurde 
nach dem entsprechenden Erlenmeyer zu der dort bereits vorhandenen 
Lésung geleitet. Dann fallten wir dort die Eiweibstoffe mit Trichlor- 
essigsdure. Nachdem das Glykogen, welches aus der mit Kalilauge 
behandelten Leber und aus der Ringerlésung stammte, hydrolysiert 
worden war, nahmen wir getrennt die Bestimmung des Zuckers vor 
und addierten dann die Ergebnisse. Obwohl dadurch die Arbeit ver- 
doppelt war, gestattete uns dieses Verfahren festzustellen, ob die er- 
mittelte Glykose in der zur Perfusion verwendeten Ringerlésung zu 
suchen war, oder in der Leber, welche sich 5 Stunden lang in der Fliissig- 
keit befunden hatte. 

Weiter war zu beriicksichtigen, daB in der Kontrolleber vielleicht 
Glykose als solche, nicht aber als Glykogen vorlag, welche bei der 
Fallung mit Alkohol und der Zentrifugierung nach erfolgter Behandlung 
der Leber mit Kalilauge nicht in Betracht gezogen wurde; aus diesem 
Grunde wuschen wir die Kontrolleber mit Ringerlésung ohne Milch- 
siure, und zwar dreimal wahrend je 5 Minuten. Erst dann gingen wir 
an die Behandlung der Leber mit Kalilauge, wahrend wir die erhaltenen 
Flissigkeiten hydrolysierten. Unsere Bestimmungen ergaben, dab 
nach diesem dreimaligen Auswaschen der Gehalt an Glykogen und 
Glykose in der Kontrolleber fast gleich Null war. Wir addierten die 
in beiden Analysen erhaltenen Werte, welche die Gesamtziffer der 
Kontrolle darstellten. 

Als wir unsere ersten Beobachtungen der Societat de Biologia Barce- 
lona unterbreiteten, wurde uns von Dr. Rofes geraten, zur gréBeren Sicher- 
heit unserer Experimente auBer dem Gehalt an Glykogen und Glykose 
sowohl in der Leber wie in der Ringerlésung nach der Behandlung noch 
den Gehalt an Milchsaéure festzustellen, um zu ermitteln, ob wir parallel 
mit der Glykogenbildung eine Verminderung dieser Substanz in der Ringer- 
lésung vorfinden. Wir nahmen also nach der Behandlung 50 ccm der 
Ringerlésung und bestimmten darin den Gehalt an Milchséure nach Fiirth 
und Charnas in der Modifikation von Hirsch-Kauffmann (22). 


Diese Bestimmung der Milchséure konnte leider nur in den beiden 
letzten Versuchen mit Sauerstoff vorgenommen werden; die Resultate 
stimmten mit der Zunahme des Glykogens absolut iiberein. 


Ergebnisse. 


¥° In den folgenden Tabellen geben wir die Ergebnisse unserer 18 Ver- 
suche mit weiben Ratten wieder, welche ein Durchschnittsgewicht 
von 150 bis 155g besaBen und normal mit in Wasser aufgeweichtem 
Brot und frischen Lattichblittern gefiittert waren. 
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Kontrolle. Totalgehalt an Glykogen nach der Hydrolyse. 
Datum a Glykose | Glykose ete ee Glykose Glykose 

mg mg Ol mg mg %J0 

30. X1.1930/ — | — — |22.X11.1930 1662 165 1,00 
4. XIT. 1930 — | — — |22. XII. 1930, 1,559 18,2 1,20 

4. XIT. 1930 — ij- — |30. XII. 1930 = 1,693 37,0 2,19 

10. XIE. 1930) 0,845 14,6 1,74 | 30. X11. 1930 1,580 35,0 2,33 
10. XII. 1930 | 1,549 30,0 1,92 | 30. X1I.1930 1,637 29,0 1,77 
10. XIL. 1930 1,559 23,7 1,52 |22. 1.1931' 1,728 87,7 | 2,12 
17. XII. 1930 1,483 17,9 1,20 }22. 1.1931 1,611 25,9 1,60 
17. XIL. 19380 1,550 40.2 250 | 6 V.1931 1,560 40,0 2,56 
17. XI1.1930 = 1,713 28,5 1,60 | 6. V.1981 1,874 37,0 2,69 


Tabelle II. 
Ringer ohne Laktat. Totalgehalt an Glykogen nach der Hydrolyse. 





Datum 


| BL 
. XIL. 
. XII. 
. XI. 
. XII. 
. XI. 
. XI. 
. XII. 
. XI. 


1930 
1939 
1930 
1939 
1930 
1930 
1930 
1939 
1930 


Gebrauchte 
Leber 


mg 


1,360 
1,591 
1,726 
1,458 
1,497 
1,553 
1,345 
1,483 


1,557 


Glykose Glykose Detum 

mg 0/9 

13,6 1,0 22. XII. 1930 
49.0 3,07 | 22. XII. 1930 
18,0 1,04 | 30. XII. 1930 
38,5 2,67 | 30. XIT. 1930 
41,6 2.77 | 30. XII. 1930 
39,9 2,57 |22. 1.19381 
30,15 | 2,23 |22. I. 1930 
57,84 3,80 6. V.1931 
47,1 2,93 6. V.1931 





Gebrauchte 
Leber 
mg 


1,475 
1,748 
1,773 
1,576 
1,743 
1.834 
1,502 
1,592 
1,538 


Glykose 


mg 


23,2 
32.5 
63,7 
48,0 
48,0 
58,1 
51,7 
46.8 
55,3 


Glykose 
1,60 
1,80 
3.59 
3,04 
2,75 
3,15 
3,43 
2,94 
3,59 





Ringer mit Laktat. 


Tabelle Ill. 
Totalgehalt an Glykogen 


nach der Hydrolyse. 





Gebrauchte 


Gebrauchte 
Datum Leber 
mg 

30. XI. 1930 1,439 
4. XII. 1930 1,704 

4. XIL. 1939 1,691 

10. XIT. 1939 1,527 
10. XII. 1930 1,445 
10. XII. 1930 1,628 
17. XII. 1930 1,535 
17. XII. 1930 1,563 
17. XII. 1930 1,652 





Glykose Glykose Detem 

mg 0/5 

19,0 1,32 | 22. XIT. 1930 
54,1 3,17 | 22. XII. 1939 
26,5 1,56 | 30. XII. 1930 
41,5 2,72 | 30. XII. 1930 
42,9 2,92 | 39. XII. 1930 
46,0 2,83 |22. I. 1931 
49,8 2,66 |22. 1.1931 
61,2 3,99 6. V.1931 
53,5 3,15 | 6. V. 1931 


weber Glykose Glykose 

mg mg 
1,685 33,5 2.00 
1,662 43.5 2.60 
1,636 68,5 4,15 
1,542 49,0 3,16 
1,659 52,0 3,12 
1,597 58,3 3,63 
1,689 70,3 3.70 
1,671 66,9 4,00 
1.622 60.6 8,73 
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Tabelle IV. 
Prozentgehalt von Leberglykogen in frischer Leber. 





Kontrolle Ringer ohne Laktat | Ringer mit Laktat 
— 1,0 1,32 
—~ 3,07 3,17 
— 1,04 1,56 
1,74 2,67 2,72 
1,92 2,77 2,92 
1,52 2,57 2,83 
1,20 2,23 2,66 
2,50 3,80 3,90 
1,60 2,93 3,15 
1,00 1,60 2,00 
1,21 1,80 2,60 
2,19 3,59 4,15 
2,33 3, 3,16 
1,77 2,75 3,12 
2,12 3,15 3,63 
1,60 3,43 3,70 
2.56 2.94 4,00 
2,69 3,59 3,73 

Mittelwerte: 1,86 % 2,66 % 3,01 °,, 
Tabelle V. 


Prozentgehalt der Milchséure in der Ringerlésung. 





Vor d. Behandlung Nach d. Behandlung 


£-%o £-%o 
0.261 0,229 
0,261 0,253 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, sind alle Experimente Anfang 
Winter gemacht worden, mit Ausnahme der beiden letzten (die sich 
auf Versuche mit Milchséure beziehen und im Mai stattfanden). Der 
Grund der Unterbrechung war der, daB wir in der Zwischenzeit andere 
Versuche in Stickstoff- bzw. Kohlendioxydatmosphaire vornahmen, 
wortber in einer besonderen Abhandlung berichtet werden soll. 

Man ersieht aus den Tabellen, daB in allen Analysen ohne Ausnahme 
eine mehr oder weniger groBe Zunahme an Glykogen zu beobachten 
ist. Diese Zunahme deckt sich bei den beiden letzten Ratten mit der 
Abnahme des Gehalts an Milchsaure. 

Wie lassen sich nun diese Resultate mit denen Carruthers und 
anderer im Einklang bringen? Zunachst wollen wir uns mit den Vor- 
bedingungen, in welchen unsere Experimente und die der erwahnten 
Autoren zur Ausfiihrung kamen, befassen. Auf Grund der Carruthers- 
schen Angaben glauben wir das negative Ergebnis dieses Autors ge- 
wissen Umstainden der Versuchsanordnung zuschreiben zu_ diirfen. 














Glykogensynthese aus Milchsaure in der Leber in vitro. 313 


Zunachst fiihrte Carruthers Versuche mit Ratten aus, die 
48 Stunden lang gefastet hatten. Wir arbeiteten ebenfalls unter den- 
selben Vorbedingungen, um die erhaltenen Resultate nachzuprufen, 
und beobachteten ebenfalls keine Bildung von Glykogen aus der Milch- 
siure der Perfusionsflissigkeit. Ferner stellten wir fest, daB die Leber 
unter diesen Vorbedingungen nur sehr wenig, zuweilen sogar iiberhaupt 
kein Glykogen enthielt. AuBerdem behaupteten Meyerhof und Lohmann 
in ihrer bereits zitierten Abhandlung, daB die Ergebnisse weit be- 
friedigender sind, wenn die Versuchstiere nur 17 bis 24 Stunden ge- 
fastet haben, und Cort und Cori (23) arbeiteten stets mit Lebern von 
Tieren, die einer 24stiindigen Diat unterworfen waren.  Vielleicht 
lassen sich diese Befunde dadurch erklaren, dab bei dem zu lange 
fastenden Tiere sich Fett in der Leber ansammelt, was die normale 
Glykogenbildung hindert. Darauf scheinen wenigstens die Fiarbungs- 
versuche hinzuweisen, welche in freundlicher Weise Dr. Lorda mit der 
Leber von solchen Tieren im histologischen Laboratorium (Leitung: 
Prof. Ferrer Cagigal) vorgenommen hat, wobei eine betrachtliche Fett- 
degeneration, speziell der GefaBwande, beobachtet wurde. 

Carruthers und die iibrigen Autoren erwahnen auBerdem nicht, mit 
welcher Sorte Milchsaure sie gearbeitet haben. Dieser Punkt ist sehr wichtig, 
da es seit langer Zeit bekannt ist. daB die h6heren Organismen die Fahigkeit 
besitzen, aus rechtsdrehender Milchséure und racemischer Milchséure 
Glykogen zu bilden, wahrend bei Verwendung von linksdrehender Milch- 
séure nur geringe oder gar keine Bildung von (:lykogen stattfindet, obwohl 
nach Fiirth (24) Polysaccharid durch Hefe synthetisiert wurde. Um die 
Wirkung beider optischen Varietéten einwandfrei und getrennt — fest 
zustellen, wurden dieselben von Cor? isoliert benutzt. Die Fahigkeit der 
1-Milchséure. Glykogen zu bilden, war etwa viermal geringer als die der 
ersteren; Meyerhof und Lohmann beobachteten ebenfalls einen betracht- 
lichen Unterschied in der Geschwindigkeit des Ausniitzungsvermogens 
beider Arten. 

Wir arbeiteten, wie bereits vorher erwahnt, mit einer fast racemi- 
schen handelsiiblichen Milchséiure (Firma Merck, acidum  lacticum 
puriss.). AuBerdem ist es méglich, daB die abweichenden Ergebnisse 
sich auch dadurch erklaren lassen, daB in der Technik der Versuche 
bei Carruthers und uns einige Unterschiede zu suchen sind. Wahrend 
ersterer den Sauerstoffstrom nur zu Anfang des Experiments durch- 
leitet, bis die Erlenmeyer damit gefiillt sind, str6mt bei unseren Versuchen 
der Sauerstoff die ganze Zeit hindurch, so daB also eine gréBere Oxy- 
dationskapazitat vorhanden ist. In unserem Versuch werden die 
sehr kleinen Leberteilchen im erwahnten Rohr fortwahrend hin und her 
bewegt, so daB sie in engste Beriihrung mit der Sauerstoffatmosphare 
kommen. Carruthers schittelt den Erlenmeyer nur ab und zu, und 
die ganze Operation dauert etwa 3 Stunden. SchlieBlich schicken wit 
etwa 250cem Ringerlésung mit etwa 0,24°,, Milchsdure hindurch, 
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Carruthers dagegen nur 5 ccm mit 0,2° , d. h. also mit 0,01 g Milchsaure, 
lie, sofern man in Betracht zieht, daB bei der Resynthese ein Fiinftel 
zur Erlangung der notwendigen Energie verbrannt wird, héchstens 
8mg Glykose ergeben wiirde, welche Menge offensichtlich zu gering 
ist, um genaue Beobachtungen zuzulassen. 

Zum SchluB méchten wir von einer anderen interessanten Er- 
scheinung berichten, welche bereits von verschiedenen Autoren [J. Brun 
und H. Marks (25), J. Seegen (26), A. Carruthers (27) usw.] beobachtet 
worden ist, und zwar beziehen wir uns auf die scheinbare Zunahme der 
Kohlenhydrate in der Leber, welche eine gewisse Zeit lang in einfacher 
Ringerlésung ohne Laktat liegt. Diese Zunahme haben wir bei unseren 
Versuchen stets mit absoluter RegelmaBigkeit beobachtet. Indem wir 
diese Erscheinung ebenfalls bestatigen, haben wir jedoch nicht die 
Absicht, in die zwischen Macleod und Simpson (28) einerseits und Folin, 
Trimble und Newman (29) andererseits entstandene Diskussion ein- 
zutreten, ob in den Geweben eine Zuckerfraktion, die sich weder als 
Glykogen noch als lésbarer Zucker bestimmen laBt, vorhanden ist, 
was von den Erstgenannten behauptet, von letzteren jedoch be- 
stritten wird. 

Die andere moégliche Erklarung von Carruthers, die sich auf eine 
unvollstandige Bestimmung des Glykogens stiitzt, miissen wir in 
unserem Falle ablehnen, da wir das Verfahren mit reinen Glykogen- 
lésungen, die von uns selbst hergestellt waren, verschiedene Male 
in befriedigender Weise durchgefiihrt haben. 


Zusammenfassung. 

1. Wir beschreiben ein neues Verfahren zum Studium des Gewebs- 
stoffwechsels in vitro. 

2. Es werden 18 Versuche mitgeteilt iiber die Synthese von Glykogen 
in Rattenlebern, die wahrend 5 Stunden in von Sauerstoff durch- 
strémten Ringerlésungen mit bzw. ohne Milchséure lagen, und zwar 
haben wir in der ersteren eine regelmaBige Zunahme des Glykogens 
beobachtet. 

3. In den beiden letzten Versuchen wurde auBerdem der Gehalt 
an Milchséure in der Ringerlésung nach der Behandlung festgestellt 
und mit dem urspriinglichen Gehalt verglichen, wobei eine Abnahme 
der Konzentration der Milchsiure beobachtet wird, die der Zunahme 
an Leberglykogen entspricht. 


4. Es wird von neuem bewiesen, daB die Leber die Fahigkeit 
besitzt, Glykogen aus Milchséure und Laktaten, speziell aus den rechts- 
drehenden Laktaten, zu bilden. 
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Uber den Gehalt an Ferrieisen in normalen 
und pathologischen Seren. 


Von 


A. Langer. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 
Wien, III.) 


(Eingegangen am 18. September 1931.) 


Wahrend manche altere Autoren das Vorhandensein von an- 
organischem Eisen im Serum iiberhaupt leugnen! und auch Abderhalden 
und Mdller? in den letzten Jahren das Vorhandensein von anorganischen 
Eisen im Serum als zweifelhaft bezeichnen, haben neuere  Unter- 
suchungen® Eisen im Serum nachgewiesen. Dabei bleibt allerdings. 
wie die Auseinandersetzung zwischen Abderhalden* und Barkan® 
beweist. fraglich, ob das im Serum nachgewiesene Eisen als wesentlicher 
Bestandteil desselben oder nur als Zerfallsprodukt der Blutkérperchen 
anzusehen ist. Die Frage des Eisengehalts des menschlichen Blutes 
hat durch die Arbeiten von Warburg und seinen Mitarbeitern tiber die 
Bedeutung des Ferrieisens fiir die Biooxydation und die Arbeiten von 
Starkenstein an Wichtigkeit zugenommen. 

Die von verschiedenen Autoren angegebenen Werte schwanken je 
nach der verwendeten Methodik in weiten Grenzen, und zwar zwischen 
0.05 bis 1.8 mg-°,. Fast alle Untersuchungen sind, was die Zah!] der unter- 
suchten Sera anbelangt. auf eine auBerordentlich geringe Anzahl von 
Messungen beschrankt. so bei Bruqsch® auf neun Falle, bei Warburg und 
Krebs® auf zwoélf Falle usw. 

Die geringe Zahl der fiir die Untersuchungen verwendeten Falle 
im Verein mit den differenten Angaben uber den Eisengehalt veranlaBten 


1 Bunge, Zeitschr. f. Biol. 12. 191. 
* Zeitschr. f. phys. Chem. 176, 95, 1928. 
Brugsch, Med. Klin. 1931, Heft 15; Starkenstein u. Weden, Nauyn- 
Schmiedebergs Arch. 184, 274, 1928. 
' Zeitschr. f. phys. Chem. 177, 207, 1928. 
®° Ebendaselbst 177, 204, 1928. 
® Diese Zeitschr. 190, 143, 1929. 
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mich, den Eisengehalt an einer gréBeren Zahl normaler und pathologi- 
scher Blute zu priifen. 

Da die Untersuchungen von Starkenstein und Weden zeigten, dab 
der Gehalt an dreiwertigen Eisen im Blute fast konstant ist, und, wie 
die Untersuchungen der gleichen Autoren zeigten, nach Ferrozufuhi 
das zweiwertige Eisen im Serum in dreiwertiges umgewandelt wird, 
beschrankte sich die Arbeit auf die Bestimmung des Ferrieisens unter 
besonderer Beriicksichtigung des Vermeidens von Oxydationen. Da Ver- 
suche mit hamolysiertem Blut eine wenn auch sehr geringe Steigerung 
des Ferrigehalts gegeniiber Serum ergab, wurde von Verwendung von 
Vollblut abgesehen und nur der Ferrigehalt im Serum untersucht, 
der nach Barkan mit dem des Plasmas identisch ist. 

Zur eigentlichen Eisenbestimmung wurde die Titanchloridmethode 
von Bruck! verwendet, da, wie Versuche ergaben, bei Verwendung 
dieser Methode Differenzen von 0,01 mg-°,, bestimmt werden konnten. 
Alle verwendeten Reagenzien wurden auf Eisenfreiheit gepriift; trotz 
der Kisenfreiheit der Reagenzien wurde jeweils ein Leerwert mit titriert 
und der Titanchloridverbrauch des Leerwertes (Maximum 0.03 cem) 
von dem eigentlichen Versuchswert abgezogen. 

Die urspriinglich verwendete Methode war folgende: 2. cem Serum 
wurden mit 3 ccm 20°, iger Trichloressigsdure gefallt, durch quantitative, 
eisenfreie Schleich-Filter filtriert, dann erst mit 2cem destillierten 
Wassers nachgewaschen. Das Filtrat wurde in einer Porzellanschale 
ohne vorherige Veraschung mit Titantrichlorid titriert; vor jeder 
Titration wurde der Titer der Titanlésung neu gestellt. 

Die bei diesen anfainglichen Versuchen gewonnenen Werte ergaben 
bei etwa 30 Fallen einen Ferrigehalt von 0.6 bis 0,9 mg-°,. Eine Er- 
héhung dieser Werte wurde konstant nur bei Fieber gefunden, und zwar 
proportional der Starke des Fiebers. Da aber Versuche bei Verwendung 
verschiedener Filtrierpapiere wohl die gleichen Differenzen zwischen 
fieberndem und nicht fieberndem Serum ergaben, untereinander aber 
stark differierende Werte zeigten (wobei die verwendeten Filter fiir 
unsere Bestimmung eisenfrei waren), wurden weitere Versuche unter 
Vermeidung der Filtration durchgefibrt. 

Die gefundenen Werte waren gegeniiber den friiheren nach Filtration 
erhaltenen auffallend niedrig. Der gleichmabige Anstieg des Kisen- 
gehalts proportional der Héhe des Fiebers konnte nicht wiedergefunden 
werden. Da eine Zunahme des Eisens durch aschenfreie Filter nur 
wenig in Betracht kam, so ist die Erklairung fiir die héheren Werte 
der Fiebersera wehl in der héheren Oxydationsfahigkeit wahrend der 


Filtration zu suchen. 


! Zeitschr. f. Mikrochem. 1, 54, 1923. 
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Die bestimmungen wurden jetzt in der Weise ausgefiihrt, dal 
2Zcecm Serum mit 8cem 10° iger Trichloressigsdure gefallt, zentrifugiert 
und Seem der uberstehenden Loésung fiir die Titration verwendet 
wurden. Die auf diese Weise gewonnenen Resultate waren bei 20 Normal- 
fallen zwischen 0,05 bis 0,18 mg Ferri in 100 ccm Serum, im Durch- 
schnitt 0,11 mg-°,,. Diese Werte bewegen sich auf derselben Héhe wie 
die von Warburg und Krebs auf andere Weise gefundenen. Die weiteren 
Untersuchungen gingen dahin, die Werte bei verschiedenen pathologi- 
schen Prozessen zu bestimmen, insbesondere bei Fieber, Anamie, Stoff- 
wechselerkrankungen, Kachexie und Dyspnoe. 

Bei vier Fallen von Fieber bis 40° aus verschiedenen Ursachen 
(Abortus imminens, Tuberkulose, Bronchitis, Pneumonie) wurden 
normale Werte gefunden, und zwar zwischen 0,12 bis 0,19 mg-°,, im 
Durchschnitt 0,15 mg-°,, nur bei einem Fall von Fieber aus unbekannter 
Ursache wurde ein erhéhter Wert (0,23 mg-°,) festgestellt. 

Von untersuchten Andmien zeigte ein Fall von primarer_per- 
niziéser Andimie einen Wert von 0,20 mg-°,,, wahrend sekundare 
Anamien normale Werte zeigten. 

Von Stoffwechselerkrankungen zeigten zwei Basedow-Faille voll- 
kommen pormale Werte (0,09, 0,17 mg-°®,). 

Diabetes mellitus zeigte ein wechselndes Verhalten, und zwar 
waren vier Fille normal (zwischen 0,10 bis 0,14 mg-°4, im Durch- 
schnitt 0.13 mg-°,), waihrend drei weitere Faille Werte zwischen 0,22 
und 0,25 mg-°,,, im Durchschnitt 0,24 mg-°,, aufwiesen. Von sechs 
untersuchten Carcinomfillen verschiedenster Art waren alle normal, 
und zwar zwischen 0,04 bis 0,16 mg-°,,, im Durchschnitt 0,11 mg-°%,. 
Kachektische Zustaénde, besonders bei Carcinom, ergaben normale 
Werte. 

Ebenso wurden normale 
schiedenster Ursache (Klappenfehler, hypertr. cordis, Stenocordie), bei 
vier Fallen von Uleus ventr. et duodeni, bei je zwei Fallen von Prostata- 
hypertrophie, Polyarthritis acuta, Ischias, Luminalvergiftungen und bei 
vereinzelten Fallen von Colitis acuta, Gastroenteritis acuta, Pneumonie, 
Grippe, Cholelithiasis, Nephritis subacuta und Encephalomyelitis ge- 
funden, und zwar wurden bei insgesamt 26 verschiedenen Fallen zwischen 
0,05 bis 0,19 mg-°,, im Durchschnitt 0,14 mg-°,%, gefunden. Von drei 
mit Erkrankungen der Leber zusammenhangenden Fallen, zeigten 
drei Fille (Stauungsleber, Ict. catarrhalis, Cirrhose) normale Werte 
zwischen 0,08 und 0,16 mg-°%, im Durchschnitt 0,13 mg-°%,. 

Bei Tuberkulose zeigten fiinf klinisch maligne verlaufende Falle 
erhéhte Werte, und zwar zwischen 0,21 bis 0,25 mg-°,, im Durch- 
schnitt 0,24 mg-°,, sechs andere Fille ergaben vollkommen normale 
Resultate (0.11 bis 0,13 mg-°,, im Durchschnitt 0,14 mg-%,). 


Werte bei sieben Herzfehlern  ver- 
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Stark erhéht waren die Werte bei fiinf Fallen von dyspnoischen 
Zustanden verschiedenster Ursache (Asthma bronch., Emph. pulm. usw.), 
und zwar zwischen 0,21 bis 0,48 mg-°,, im Durchschnitt 0,32 mg-°,.. 

Kine Zusammenfassung der gefundenen Werte ist in der Tabelle 
wiedergegeben. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist: 

Beziiglich der Methodik ware zu bemerken, dab bei allen Unter- 
suchungen Gelegenheit zur Oxydation vermieden werden mul. 

Die durch direkte Titration gewonnenen normalen Werte stimmen 
mit den auf ganz anderen Wegen von Warburg und Arebs! gewonnenen 
vollkommen iiberein. 

Bei den meisten Erkrankungen, mit Ausnahme dyspnoischer 
Zustande und mancher Stadien von Tuberkulose ist keinerlei Er- 
héhung des dreiwertigen Eisens im Serum zu finden, so daB eigentlich 
nur ein Zusammenhang zwischen dyspnoischen Zustanden und er- 
hdhtem Eisengehalt besteht. 

Inwieweit ein Zusammenhang mit den Oxydationsvorgingen 
(Biooxydation) im Organismus besteht, miiBte Sache weiterer Unter- 
suchungen sein. 





Tabelle. 
Krankheit Po Untere apie sticgete — ee 

mg-° 9 Fe mg-9 9 Fe m-g/, Fe 
Nowmal .... 20 0,05 0.18 0.11 
Fieber . 4 0,12 019 0,14 
Fieber . a l 0.23 0,23 
Perniziose Anamie 1 0,20 0,20 
Basedow SP 2 0,09 0,17 013 
Diabetes mellitus 7 O11 0.27 0,19 
Carcinom 6 0,04 0,16 O11 
Diverse gees i 26 0,05 019 0,14 
Leber .... re 3 0,08 O16 0,13 
Tuberkulose ...... 5 0,21 0,25 0,24 
Tomermmose 2... ww 6 0,11 019 0.14 
Sarkom m. Uleus Iecterus . 1 0,42 0.42 
Dyspnoische ...... 5 0,21 0.48 0,32 


! Diese Zeitschr. 190. 143. 1929. 








Uber die Bestimmung und den Gehalt an freiem, Eiweib- und 


gebundenem NichteiweiBbzucker im normalen und pathologischen 
) Serum, Liquor und Harn. 


Von 


B. Lustig und A. Langer. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien, III.) 


(Eingegangen am 18. September 1931.) 


Erst die Untersuchungen der letzten Jahre haben tiber das Vor- 
handensein und Art des Kohlenhydratkomplexes! in den Serum- 
eiweibkérpern einige Klarheit gebracht. Die Untersuchungen von 
Rimington? ergaben nach alkalischer Hydrolyse von gereinigten 
SerumeiweiBkérpern das Vorhandensein eines Dimannose-Glucosamin- 
komplexes. Bierry® konnte aus einem aus Pferdeserumalbumin her- 
gestellten Polysaccharidkomplex Mannose und mit Wahrscheinlichkeit 
Galaktose darstellen. Die Untersuchungen von Lustig und Haas* und 
Lustig® ergaben, daB die auf Grund der Fallbarkeit mit Ammonsulfat 
und Léslichkeit nach Dialyse dargestellten EiweiBunterfraktionen der 
Serumglobuline und Albumine u. a. weitgehende Unterschiede im 
Kohlenhydratgehalt zeigten, und zwar hatte die sodalésliche Globulin- 
untérfraktion einen zwei- bis viermal so hohen Kohlenhydratgehalt 
als die iibrigen Globulinunterfraktionen. Die sodaléslichen Globulin- 
fraktionen ergaben bei der Elementaranalyse einen viel héheren 
Kohlenstoff und Wasserstoffgehalt als die tbrigen Fraktionen. Die 
weitere Untersuchung der einzelnen EiweiBunterfraktionen ergab auch 
das Fehlen von Pentosen. Durch die Untersuchungen von Neuberg und 
Simon®, Quagliarello und de Lucia? ist der Nachweis geliefert, dab 


' Siehe Monographie Grevenstuk iiber freien und gebundenen Zucker 
in Blut und Organen 1929. 

2 Nature, Dezember 1930. 

* Ber. ii. d. ges. Phys. 52, 607, 1930. 

* Diese Zeitschr. 231, 472, 1931. 

> Ebendaselbst 238, 307, 1931. 

5 Ber. 1927, S. 817. 

* Ber. ii. d. ges. Phys. 44, 615, 1928. 
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durch das Zusammenbringen von EiweiBbkorpern mit verschiedenen 
Zuckerarten unter verschiedenen auberen Bedingungen keinerlei Eiweils 
zuckerverbindungen entstehen. Diese Ergebnisse veranlaBten uns, die 
Frage des Kohlenhydratgehalts der Eiweibkérper im Serum naher zu 
untersuchen, da Veranderungen der Menge der einzelnen Unter- 
fraktionen, besonders der sodaléslichen Globuline bei verschiedenen 
pathologischen Prozessen, einen erhéhten Kobhlenhydratgehalt der 
GesamteiweiBkérper bedingen miubten. 

Die Zunahme des Reduktionsvermégens von Blut oder Serum 
nach Saurehydrolyse ist besonders in den letzten Jahren von vielen 
Autoren untersucht worden, doch beziehen sich fast alle diese Angaben 
nicht auf Eiweibkérper allein, sondern auf die Zunahme des Re- 
duktionsvermégens des Gesamtblutes oder Serums, ohne vorhergehende 
Isolierung der EiweiBkorper. Durch diese Bestimmungsmethoden 
werden neben den EiweiBkérpern die verschiedenartigsten nach Siaure- 
hydrolyse reduzierenden Substanzen mitbestimmt. 


So z. B. betragt nach den Untersuchungen von Gabbe! der Glykogen- 


gehalt des menschlichen Blutes 10 bis 30mg-°,. FE. Freund? wies das 
Vorhandensein einer kohlenhydrathaltigen, gummiahnilichen Substanz 
(tierisches Gummi) im menschlichen Blute nach. Nach Parry? zeigen 


alkoholische Blutextrakte nach Saurehydrolyse erhéhtes Reduktions- 
vermogen. Eine Beobachtung, die in der neueren Zeit unter anderem auch 
von Grevenstuk* bestatigt wurde. Besonders stark ist nach Cammidge und 
Howard® die Erhéhung der nach Saurehydrolyse reduzierenden Substanzen 
in mit Phosphorwolframsaure enteiweiBten Blutfiltraten bei vielen Er- 
krankungen. AuBer der durch die Bestimmung der verschiedenartigsten 
Substanzen bedingten Fehlerméglichkeiten ist die Brauchbarkeit der 
meisten Untersuchungen auf diesem Gebiete infolge der mangelhaften 
Methodik sehr gering. Fast alle Methoden beruhen auf der Bestimmung 
des Reduktionsvermégens nach Siéurehydrolyse. Die Zunahme des Re- 
duktionsvermégens aber ist nicht nur durch Kohlenhydrate allein, sondern 
auch durch andere Substanzen bedingt. So z. B. werden bei der Bestimmung 
des Reduktionsvermégens im hydrolysierten Blute® bei der EnteiweiBung 
nach Hagedorn-Jensen? reduzierende Aminosiuren nur unvollkommen 
entfernt. Bei Verwendung von Quecksilbersulfat zur EnteiweiBung wird 
Glucosamin mitgefallt, bei Verwendung von Phosphorwolframsaure nicht, 
so daB je nach der Art der EnteiweiBung oder Bestimmung verschiedene 
Werte erhalten werden. Diese Ergebnisse veranlaBten Bigwood und Wuzillot®, 
da die Zunahme der vergarbaren Substanz nach Saéurehydrolyse sehr gering 


' Ber. ii. d. ges. Phys. 45, 653, 1928. 

2 Zitiert nach Freund-Kaminer, Biochem. d. Carcinoms. 

’ Pavy, Phys. d. Kohlenhydratstoffw., Engelmann 1907. 

4 Ber. ii. d. ges. Phys. 50, 526, 1930. 

5 New vieus on Diabet. mellit. London 1923. 

® Ber. ii. d. ges. Phys. 50, 526, 1930. 

: Uber die weiteren Fehlerquellen bei der Methode Hagedorn-J enser 
unterrichtet die Arbeit von Newberg u. Kobel (diese Zeitschr. 238, 236, 1931). 

5 Ber. ii. d. ges. Phys. 47, 601, 1929. 
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war, eine Vermehrung der Kohlenhydrate abzuleugnen und nur eine Zu- 
nahme des reduzierenden Vermoégens anzunehmen, insbesondere, da nach 


den gleichen Autoren je nach der Art und Dauer des Erhitzens und 
der Saure beim gleichen Blut die verschiedenartigsten Werte erhalten 
werden kénnen. Diese Fehlerméglichkeiten sind auch die Ursache fiir 


die bis 400°,, differierenden Werte verschiedener Autoren. Das Maximum 
der Saurehydrolyse beim Erhitzen im Autoklaven bei 120° ist fiir jede 
Sdure verschieden. So z. B. bet 2° iger Schwefelsdure ist das Maximum 
der Hydrolyse nach 40 Minuten erreicht, bei lingerer Hydrolyse findet 
wieder eine Zerst6rung des gebildeten Zuckers statt. Beim Erhitzen von 
Zucker mit der gleichen Saurekonzentration findet eine teilweise Zerstérung 
desselben statt. Nach AKrok' kann bei der Saurehydrolyse der Starke 
der Zucker derselben nie quantitativ wiedergefunden werden. Wird die 
hydrolysierte Lésung weitere 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen, so findet nach Grevenstuk! eine weitere Steigerung des Reduktions- 
vermogens statt. Die meisten der angewendeten Methoden erfordern 
verhaltnismaéBig groBe, nicht immer zur Verfiigung stehende Blutmengen. 
Die angegebenen Mikromethoden erfordern viele Operationen, die leicht 
weitere Fehlerméglichkeiten beinhalten (z. B. genaue Neutralisation, dann 
Entfernung des zur Enteiweibung verwendeten Quecksilbersalzes). 

Es sind also die mit verschiedenen Methoden erhaltenen Werte nur 
als relative, nicht aber als absolute anzusehen. Ebenso kénnen die mit 
verschiedener Methodik gewonnenen Ergebnisse nur einen relativen 
Vergleich untereinander erméglichen. 

Unsere Untersuchungen gingen dahin, eine Methode zu finden, die 
auf verhaltnismaBig einfache Weise eine Bestimmung der Kohlen- 
hydrate der EiweiBk6rper erméglicht unter Vermeidung der durch die 
gesonderte Hydrolyse oder bei der Bestimmung des Reduktiousvermégens 
vorhandenen Fehlermdéglichkeiten. Fiir die eigentliche Zucker- 
bestimmung wahlten wir die Methode von Tillmanns-Philippi*, die 
durch die quantitative Auswertung der Jollenschen Orcinschwefelsaure- 
reaktion, die direkte Bestimmung der Kohlenhydrate der Eiweib- 
kérper ohne gesonderte Hydrolyse ermdéglicht. Die Brauchbarkeit 
dieser Methode wurde von einem von uns bei der Bestimmung des 
Kohlenhydratgehalts der EiweiBkérper weitestgehend erprobt. Die 
Reaktion von Tollens ist bei allen Zuckerarten — mit Ausnahme der 
Aminozucker — (Glucosamin) positiv. Bei den Alkoholen der Zucker 
(Mannit, Dulcit) ist die Reaktion negativ. Ein Einwand gegen die 
Methode ware die verschiedene Reaktionsstirke verschiedener Zucker- 
arten. Unsere Untersuchungen ergaben zwar Differenzen bis 40°, 
zwischen einzelnen Zuckerarten (Dextrose, Mannose, Galaktose, Maltose. 
Lactose), aber es muB diesbeziiglich folgendes beriicksichtigt werden: 
Diese Fehlerméglichkeiten sind bei Verwendung anderer Zucker- 


1 Zitiert nach Grevenstuk. Uber freien und gebundenen Zucker in 


Blut und Organen. 
* Diese Zeitschr. 215, 36. 1929. 








Bestimmung von freiem, EiweiB- u. gebundenem NichteiweiBzucker usw. 323 


bestimmungsmethoden viel gréBer, da, wie z. B. die Untersuchungen 
von C. Poe! zeigen, verschiedene Zuckerarten mit der gleichen Methode, 
sowie der gleiche Zucker mit verschiedener Methodik bis zu 1LOOO°,, 
differierende Werte zeigen. Da itiber die Einheitlichkeit des in den 
EiweiBkorpern vorhandenen Zuckers noch keine Klarheit herrscht, 
entschlossen wir uns, Glucose als Vergleichslésung zu verwenden. 
Sollte, was auf Grund neuer Untersuchungen wahrscheinlich ist, det 
in den EiweiBkérpern vorhandene Zucker neben Glucosamin nur aus 
Mannose bestehen, so kénnte Mannose als Vergleichslésung verwendet 
werden. Unsere Untersuchungen bei gleich starken Mannose- und 
Glucoselésungen nach Tillmanns-Philippi* ergaben maximal bis 8°, 
héhere Mannosemengen bei Berechnung als Glucose. 

Der eigentlichen Bestimmung muBte eine Lsolierung der Eiweil- 
kérper vorangehen, wobei die wasser- und alkoholléslichen, nicht ei 
weibartigen Substanzen entfernt werden. Die Bestimmung mubte 
in einer méglich geringen Serum- oder Plasmamenge durchfiihrbar 
sein. Es ergab sich zum SchluB folgende Versuchsanordnung: zweimal 
je 0.2 ccm Serum oder Plasma wurden mit 0,8 cem Wasser, dann mit 
5 bis 6cem Alkohol versetzt, durchgemischt und scharf zentrifugiert 
Die iiberstehende Lésung wurde vorsichtig abgegossen, der Nieder- 
schlag in 5cem Alkohol 2 bis 3 Minuten im Wasserbad aufgekocht, 
zentrifugiert und dann der Alkohol abgegossen. Der Niederschlag 
wurde dann mit 5 bis 6cem 10°,iger Kochsalz- und I bis 2 Tropfen 
einer 10°, igen Essigséiurelésung bis zum Verjagen des Alkohols (daran 
erkennbar, da} keinerlei Eiweifi an der Oberfliche herumschwimmt ) 
im Wasserbad erhitzt (2 bis 3 Minuten). Die Lésung wurde dann zentri- 
fugiert, der Niederschlag durch vorsichtiges Erwarmen in 1 ccm 1° ,iger 
Natronlauge gelést. Als Vergleichslésung wurden aus einer genauen, 
im Eiskasten mit Chloroform aufbewahrten 1° igen Dextroselésung 
(hergestellt aus 24 Stunden im Vakuum iiber Schwefelsdure getrockneter 
Dextrose Merck) eine Verdiinnung 1: 20, 1:40 und 1:80 hergestellt 
und je leem der Verdiinnungen entsprechend 0,5, 0,25 und 0,125 mg 
Zucker verwendet. In alle Eprouvetten wurden 0,5 ccm einer 2° jigen 
Orcinlésung in 33°,iger Schwefelsaure und 15 ccm 60° iger Schwefel- 
siure dazugegeben, mit einem Glasstab durchgemischt und 10 bis 
12 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung auf 
Zimmertemperatur wurden die Proben und die entsprechende Zucker- 
lésung in Hehnerschen Zylindern mit 60° ,iger Schwefelsdure auf 50 ccm 
aufgefiillt, durchgemischt und kolorimetriert. Die Ablésung geschah 
mit Hilfe eines Lichtkastens von folgendem Aussehen: In einem vier- 


' Ber. ii. d. ges. Phys. 58, 648, 1931. 
* Diese Zeitschr. 215, 36, 1929. 
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eckigen Kasten von 12 « 16 « 12 cm mit seitlichen Luftléchern befand 
sich eine 100 Watt-Nitralampe, oberhalb welcher ein Opalmilchglas 
befestigt war. In dem oberen Kastendeckel, oberhalb der Lampe, be- 
fanden sich Ausschnitte, in die die Hehner-Zylinder so hineinpabten, 
daB ihr AbfluB etwa 5mm tiber den Kastenrand hinausragte. Die An- 
wendung des Lichtkastens ermoéglicht die Bestimmung zu jeder Tages- 
zeit und vermeidet Fehler durch seitliches Licht. Die besonders bei 
Verwendung der gleichen Versuchslésung zu mehreren Bestimmungen 
manchmal auftretenden, das Ablesen erschwerenden Mikroluftblasen 
konnen durch kurzes direktes Evakuieren des Hehnerschen Zylinders 
entfernt werden. Berechnung: 

cem der Zuckerlésung : : x 
vem der zu untersuchenden Losung Zuckergehalt der Vergl.-Losung «500 — mg-° 9. 

Die Differenzen zwischen zwei Bestimmungen waren maximal — 3°). 
Die Methode war bei Verwendung von Vollblut nicht verwendbar, 
weil infolge der braunen Reaktionsfarbe des Hamatins viel zu hohe 
Werte (600 mg-°,.) gewonnen wurden. 

Da bei manchen Versuchen, besonders bei Kleintieren, nur geringe 
Blutmengen zur Verfiigung stehen, wurde die Methode auch fiir geringere 
Serum- und Plasmamengen ausprobiert. Diese Mikrobestimmung 
wurde auf folgende Weise durchgefiihrt : 

0,05 com Plasma oder Serum wurden in einer konischen Zentrifugier- 
eprouvette mit einer in !/;999 ccm geteilten, geeichten Pipette abgefiillt, 
mit 0,2cem Wasser und 3ccm Alkohol durchgemischt, gefallt und 
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde dann auf die oben angegebene 
Weise mit je 3eccm Alkohol, dann mit 3 cem 10°, iger Kochsalzlésung 
und 1 Tropfen 10° ,iger Essigsaure erhitzt und zentrifugiert. Die Zugabe 
dieser Lésungen geschah in der Weise, daB zuerst in 1 ecm der Lésung 
mit Hilfe eines Glasstabes der Niederschlag aufgewirbelt wurde, dann 
wurde der Glasstab mit der restlichen Lésung abgespiilt. Nach der 
letzten Zentrifugierung wurde der Niederschlag durch Erwarmen 
mit 0,5 cem 1%iger Natronlauge gelést, dann mit 0,25 cem der 2° igen 
Orcinlésung in 33°,iger Schwefelsiure und 7,5 ccm 60°, iger Schwefel- 
siure versetzt und 10 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Als 
Vergleichslésungen wurden je 0,5 ccm der Zuckerlésungsverdiinnungen 
1: 20, 1: 40, 1: 80 mit den gleichen Orcin-Schwefelsaéure- und 60° igen 
Schwefelsiuremengen erhitzt. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
wurde die Lésung in 30 cem Hehner-Zylindern mit 60° ,iger Schwefel- 
sdiure auf 30 aufgefiillt und mit Hilfe des Lichtkastens kolorimetriert. 
Berechnung : 


ecm der Zuckerlésung : 7 
- Zuckergehalt der Vergl.-Loésung - 2000 — mg-°/,. 


com der zu untersuchenden Losung 
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Bei Verwendung genau kalibrierter Pipetten und genauem Arbeiten 
wurden mit der ersten Methode identische Werte erhalten. Alle Versuche 
wurden mit niichtern entnommenem Blut durchgefiihrt. Spezielle 
Versuche ergaben nach 72stiindiger Aufbewahrung im Eiskasten 
keinerlei Veranderungen der Eiweibzuckerwerte. 

Es wurden zuerst 73 Normalfille verschiedenen Alters auf ihren 
Kiweibzuckergehalt untersucht. Diese Untersuchungen ergaben Werte 
zwischen 77 und 156 mg-%, im Durehschnitt 127 mg-°,. Die bei 
normalen Seren gefundenen Werte sind mit denen von Bierry fiir ge- 
bundenen Zucker im Plasma gefundenen fast identisch, wobei aber 
in Betracht gezogen werden muB, dab die Werte von Bierry neben 
dem EiweiBzucker auch die tibrigen nach Hydrolyse reduzierenden 
Substanzen beinhalten. 

Nachdem der Kohlenhydratgehalt der EiweiBkorper im normalen 
Serum an einer gréBeren Anzahl von Fallen festgestellt war, gingen 
wir an die Untersuchung der Veranderungen des Kohlenhydratgehalts 
der Gesamteiweibkérper bei verschiedenen Erkrankungen heran, wobei 
wir zur Kontrolle der von den anderen Autoren durchgefiihrten Be- 
stimmungen der gesamten nach Hydrolyse reduzierenden Substanzen 
in Blut und Serum, hauptsachlich die Veranderungen bei Stoffwechsel- 
erkrankungen, Tuberkulose, Nieren- und Lebererkrankungen unter- 
suchten. 

Stoffwechselerkrankungen. 

(Diabetes mellitus, M. Basedow, Struma, hypophysere Fettsucht.) 

Von den Stoffwechselerkrankungen wurden hauptsachlich die 
Verhaltnisse bei Diab. mell. untersucht. Die dariiber vorhandene 
Literatur zeigt je nach der angewandten Methode die verschieden- 
artigsten Ergebnisse. Condorelli! und Caltobiano! fanden im Plasma 
von Diab. me!i. keine oder nur sehr geringe Werte fiir hydrolysierbaren 
Zucker. Nach Insulingaben wurden von den gleichen Autoren stark 
erhéhte Werte beobachtet. Quagliarello? konnte im Gegensatz zu 
Condorelli nach Insulin- oder Adrenalininjektionen keinerlei Ver- 
anderungen des hydrolysierbaren Zuckers beobachten. © Cammidge® 
fand in Filtraten der mit Phosphorwolframsaure enteiweibten Blute 
nach Insulininjektionen stark erhéhte Werte fiir hydrolysierbaren 
Zucker. Andere Autoren fanden nur bei schwerem Diabetes hohe Werte 
fiir hydrolysierbaren Zucker, doch sind nach Bordet' diese Werte in 
den meisten Fallen auf die bei schweren Diabetesfallen oft auftretende 


1 Zitiert nach Grevenstuk, Uber freien und gebundenen Zucker in Blut 


und Organen. 
2 Ber. ti. d. ges. Phys. 44, 375, 1928. 
3 New vieus on Diabet. mell.. London 1923. 
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Niereninsuffizienz zuriickzufiihren. Es wurden insgesamt 21 Diabetes- 
fille untersucht, von denen 16 vollkommen normale EiweiBzuckerwerte 
ergaben, und zwar Werte zwischen 90 und 166 mg-°,, im Durchschnitt 
118 mg-%,, trotzdem der Blutzucker bei 6 von diesen Fallen zwischen 
200 bis 325 mg-°,, schwankte. Manche dieser Falle bekamen bis 
20 Insulineinheiten pro Tag und Cibalbumin. Die iibrigen fiinf Fille 
zeigten einen erhéhten Eiweibzuckergehalt, der aber bei allen bis auf 
einen Fall auf andere Ursachen zuriickzufiihren war, und zwar zeigten 
zwei mit Furunkulose einhergehende Falle Werte von 179 und 270 mg-°,,, 
der zweite von diesen Fallen nahm einen letalen Ausgang. Ein Fall 
mit einer Frihtemperatur von 37,4° ergab 234 mg-°%,, der vierte Fall 
zeigte einen Wert von 200 mg-°%, und bekam 60 Insulineinheiten pro 
Tag (in drei Portionen). Ungeklart blieb nur der erhéhte Wert von 
einem Fall mit 181 mg-°,, der nicht weiter verfolgt werden konnte. 
Die Ergebnisse der Untersuchung bei Diab. mell. besagen somit, daB 
fiir gewohnlich normale Werte auch wahrend der Insulinbehandlung 
vorhanden sind. Erst bei Zutritt von anderen Erscheinungen (Fu- 
runkulose, Fieber und ahnliches) kénnen erhéhte Werte gefunden 
werden. 

Von den anderen Stoffwechselerkrankungen ergaben zwei Basedow- 
falle normale Werte (138 und 156 mg-%,). Ein Basedowfall, vier Wochen 
nach der Operation, welcher mit starker Kachexie und Hypotonie 
einherging, einen stark erhéhten Wert (232 mg-°,). Ein Strumafall 
mit Friihtemperatur 37,2°, 167 mg-°,, ein Fall von hypophyserer Fett- 
sucht 80 mg-°,. 

Geschwulsterkrankungen. 
(Carcinom und Sarkom.) 

Bei der Untersuchung der nach Saurehydrolyse reduzierenden 
Substanzen bei Carcinom wurde von allen Autoren eine starke Ver- 
mehrung festgestellt. Der erste Befund stammt von E. Freund! aus dem 
Jahre 1885, der auch im Jahre 1887 einen stark erhéhten Kohlen- 
hydratgehalt des Carcinomgewebes feststellte. Diese von anderen 
Seiten bestatigten Beobachtungen gerieten in Vergessenheit und wurden 
in den letzten Jahren neu entdeckt. Weitere Untersuchungen von 
Freund und Kaminer', von der Starke der Molisch-Reaktion ausgehend, 
ergaben, daB die Globuline, und zwar hauptsachlich ihr sodaléslicher 
Anteil, Trager einer starken Molisch-Reaktion bei Carcinom sind. 
Untersuchungen von Lustig und Haas? ergaben einen zwei- bis viermal 


1 Zitiert nach Freund-Kaminer, Biochem. d. Carcinoms. Verlag 


Springer, 1925. 
2 Diese Zeitschr. 231, 472. 1931. 
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starkeren Kohlenhydratgehalt dieser Fraktion gegeniiber den iibrigen 
Globulinfraktionen.  B. Lustig’ fand eine starke Vermehrung der 
sodaléslichen Globulinunterfraktion in Carcinompunktaten gegeniiber 
Sarkom- und Cirrhosepunktaten. Der Zusammenhang zwischen 
Kohlenhydrat und Carcinom ergibt sich auch aus den Versuchen von 
Freund-Kaminer iiber die Kohlenhydratadsorptionsfahigkeit — ver- 
schiedener Gewebe, wobei Carcinomgewebe eine zehn- bis zwélfmal 
so starke Kohlenhydratadsorption zeigte als die iibrigen Gewebe. 
Die im Plasma oder Serum bei Carcinom gefundenen Kohlenhydrat- 
werte schwanken je nach der vom jeweiligen Autor angewandten 
Methodik, und zwar fand Condorelli? bei vier Fallen von Lebercarcinom 
74 bis 116 mg-%, Bierry und Mitarbeiter? 114 bis 266 mg-°,, Bordet? 
fand sogar in einem Falle von einem Bauchtumor unbekannter Natur 
400 mg-°,. Unsere Untersuchungen wurden bei 35 Fallen von Carcinom 
in verschiedenen Stadien der Erkrankung und verschiedenster Art 
durchgefihrt. 34 Falle ergaben Werte zwischen 208 und 380 mg-°,, 
im Durchschnitt 265 mg-°,. Die héchsten Werte (iiber 300 mg-°,,) 
wurden bei einem Rezidiv (375 mg-°,,) bei einem Carcinoma mammae 
mit Metastasen (370 mg-°), bei zwei Lebercarcinomen (320 und 
380 mg-°,,), bei einem Carcinoma intestinale (322 mg-°,,) und bei einem 
Prostata-Carcinom verbunden mit Diab. mell. (317 mg-°,,) beobachtet. 
Bei einem Fall von Carcinoma recti (24 Jahre alt) wurde ein normaler 
Wert (156 mg-°,) gefunden. Der Befund war nach der Operation 
auch histologisch sichergestellt. 

Von zwei untersuchten Sarkomfillen zeigte einer einen vollkommen 
normalen Wert (140 mg-°,), der zweite mit Lebermetastasen und 
Stauungsikterus einen erh6hten Wert (204 mg-°,). 


Blutkrankheiten. 

Frithere Untersuchungen tiber die Verhaltnisse bei Bluterkran- 
kungen liegen nur sparlich vor. Condorelli? fand bei einem Falle von 
Leukimie 65 mg-°,, was bei seiner Methode einen stark erhéhten Wert 
bedeutet. Brugi? fand nur bei solchen Bluterkrankungen Verincerungen, 
bei denen die Leber mitbeteiligt war (z. B. perniziése Animie, Malaria), 
ohne aber anzugeben, welcher Art die Veranderungen sind. 

Unsere Untersuchungen ergaben bei einem Fall von Leukamie 
einen stark erhéhten Wert von 270 mg-°,,, bei drei Fallen von perni- 
ziéser Animie normale Werte (88 bis 104 mg-°,), bei einem Fall von 
aplastischer Animie und Osteosclerose 156 mg-°),. 


' Diese Zeitschr. 238, 307, 1931. 
* Zitiert nach Grevenstuk, Uber freien und gebundenen Zucker in Blut 


und Organen. 
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Krankheiten des Kreislaufapparates. 

Bei Herzerkrankungen sind nach Brugi! die Werte nicht charak- 
teristisch. Meist fand er eine Erniedrigung, in vereinzelten Fallen eine 
Erhéhung des hydrolysierbaren Zuckers. Untersucht wurden acht 
verschiedene Falle mit Aortensklerose, Mitralinsuffizienz, Herzhyper- 
trophie, die vollkommen normale Werte ergaben und zwar 124 bis 
152 mg-°,, im Durchschnitt 139 mg-°,. 


Krankheiten des Atmungsapparates und Tuberkulose. 

Die dariiber vorhandene Literatur ist mit Ausnahme der Angaben 
bei Tuberkulose sehr sparlich. Brugi! fand erhéhte Werte von hydroly- 
sierbarem Zucker bei akuten Erkrankungen der Lunge und Pleura. 
Bei Tuberkulose, besonders im fortgeschrittenen Stadium, fanden 
fast alle Untersucher stark erhéhte Werte. Unsere Untersuchungen 
bei drei Bronchitisfallen ergaben normale Werte zwischen 80 und 
160 mg-°,, im Durchschnitt 118 mg-°,. Ebenfalls normale Werte 
zeigten zwei Asthmafialle (85 und 103 mg-°,), wahrend ein dritter 
Asthma-Brochialfall einen stark erhéhten Wert von 275 mg-°, ergab. 

Bei Lungenerkrankungen ergab sich die auffallige Tatsache, dab 
wahrend mit Fieber verbundene Erkrankungen anderer Organe selten 
mit erhéhten Eiweibzuckerwerten einhergingen, bei Lungenerkran- 
kungen schon bei geringen Fiebertemperaturen stark erhéhte Werte 
gefunden wurden. Von vier Fallen von Emphysem pulm. ergaben 
zwei normale Resultate (143 und 145 mg-°,), die zwei tibrigen Falle 
waren erhéht (208 und 270 mg-°,). Fiinf Pneumoniefalle zeigten alle 
sehr stark erhéhte Werte, und zwar 211 bis 330 mg-°%, im Durchschnitt 
279 mg-°,. 

Bei Tuberkulose wurden bei fiinf Fallen normale Werte (128 bis 
161 mg-°,, im Durchschnitt 139 mg-°,) gefunden. Bei 15 Fallen von 
Lungentuberkulose in fieberndem und _ nichtfieberndem Zustand, 
sowie bei Fallen mit Hamoptoe wurden stark erhéhte Werte gefunden, 
und zwar 196 bis 333 mg-°,, im Durchschnitt 265 mg-°,. Ein Fall 
von Tuberkulosis peritonei ergab einen besonders niedrigen Wert von 
24 mg-°,. 

Krankheiten des Digestionsapparates. 

Die Erkrankungen des Digestionsapparates bieten nach Brugi! 
nichts besonderes, mit Ausnahme der Lebererkrankungen. Diese zeigen 
nach Ropisand' stark erhéhte Werte, wahrend sie bei anderen Er- 
krankungen vollkommen fehlen. Gleiche Beobachtungen machte 


1 Zitiert nach Grerenstuk. Uber den freien und gebundenen Zucker in 


Blut und Organen. 








a 
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Condorelli'. Die verschiedenartigsten Veranderungen fand Brugi}. 
Condorelli fand bei 30 Fallen von Lebererkrankungen keinerlei Gesetz- 
maBigkeiten. Doch sind alle diese Werte nur relativ miteinander ver- 
gleichbar, da Wevte von 50 mg-°,, schon eine starke Erhéhung bedeuten. 
Unsere Untersuchungen tiber den EiweiBzuckergehalt bei finf Fallen 
von Uleus duoden. ventric. ergaben normale Werte zwischen 100 und 
143 mg-°%, im Durchschnitt 122 mg-°,. Zwei weitere Falle von Ulcus 
duoden. zeigten etwas erhéhte Werte, und zwar 184 und 190 mg-°%. 
Von Erkrankungen der Gallenwege gab ein Fall von Cholezystitis und 
ein Fall von CholeductusverschluB normale Werte (156 und 108 mg-°%,). 
Ein Fall von Cholelithiasis zeigte einen erhéhten Wert von 222 mg-°,. 
Ebenso zwei Icterus katarrhalis-falle (212 und 222 mg-°,). Zwei Leber- 
cirrhosefille und drei Falle von Stauungsleber ergaben stark erhdhte 
Werte zwischen 204 bis 263 mg-°,, im Durchschnitt 231 mg-°,. Es 
zeigten fast alle untersuchten Erkrankungen der Leber stark erhéhte 
Werte. Besonders hohe Werte wurden bei Lebercarcinom gefunden. 


Krankheiten des uropoetischen Systems. 

Die tuber den Gehalt an hydrolysierbaren Zucker bei Erkran- 
kungen des uropoetischen Systems vorhandene Literatur ist voll- 
kommen widersprechend. Wahrend einerseits Bordet! ein dem klinischen 
Verlauf vollkommenes Parallelgehen des hydrolysierbaren Kohlen- 
hydrats behauptet, wird dieser Befund von den anderen Autoren ab- 
gelehnt, doch haben alle Untersucher bei schweren Nephritiden, unab- 
hangig vom Reststickstoff, eine Erhéhung der hydrolysierbaren Zucker- 
werte gefunden. 

Unsere, auf verhaltnismaibig wenige Fille beschrinkte Unter- 
suchung ergab bei einem Fall von Nephrolithiasis mit Reststickstoff von 
54 mg-°,, und bei einem Anuriefall mit Reststickstoff von 188 mg-°% 
normale Werte, und zwar 115 und 151 mg-°,, EiweiBzucker. Wechselnde 
Ergebnisse zeigten fiinf Prostatahypertrophien. Und zwar wurden bei 
drei Fillen normale Werte (119 bis 143 mg-°,), bei zwei Fallen stark 
erhéhte EiweiBzuckerwerte (222 und 232 mg-°,,) gefunden. Normale 
Werte wurden auch bei drei Pyelitisfaillen (128 bis 171 mg-°,) und bei 
vier Fallen von Nephritis subacuta (88 bis 145 mg-°,, im Durchschnitt 
104 mg-°,,) gefunden. 

Diversa. 

Normale Werte wurden auch bei zwei Anginen, bei drei Fallen von 
Lysolvergiftungen, zwei Veronalvergiftungen und einem Fall von 
Taenia gefunden, und zwar 111 bis 152 mg-°%, im  Durchschnitt 
135 mg-°,. 


1 Zitiert nach Grevenstuk, Uber freien und gebundenen Zucker in Blut 


und Organen. 
Biochemische Zeitschrift Band 242. 99 
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Die Tabelle | zeigt eine Zusammenfassung iiber die bei den ver- 
schiedenen Erkrankungen gefundenen Werte, wobei nur bei Diabetes 
und Tuberkulose eine Unterteilung in hohe und niedrige Werte durch- 
gefuhrt wurde. Das Ergebnis ist, daB, abgesehen von den in der Ein- 
leitung erwahnten Fehlerméglichkeiten, fast alle bisherigen Methoden 
nicht den gesamten im Eiweif enthaltenen Zucker erfaBten. Diab. 
mell. ohne Komplikationen, Basedow, die meisten Herzerkrankungen, 
Asthma, Ulcera und die meisten Erkrankungen des Urogenitalapparats 
zeigen normale Werte, insbesondere bei nicht fiebernden Fallen. Er- 
héhte Werte wurden bei vielen Tuberkulose- und manchen Leber- 
erkrankungen gefunden. Die héchsten Werte wurden bei Carcinom 
im Gegensatz zum Sarkom und bei allen Pneumoniefallen bestimmt. 


Tabelle I. 


EiweiBzuckergehalt normaler und pathologischer Sera. 





P Gefundene , 
Zahl Werte Mittelwert 


Art der Erkrankung der Fille 


mg-9 6 mg-° ¢ 
Normale Sera . Paes Sits J 73 78—156 127 
SI Se ee a ee 16 90—166 118 
= ae Wattle he ahd 5 179—270 211 
Basedow und Struma 4 138—167 162 
Hypophys. Fettsucht . 1 80 80 
Careinom . a? 34 208—380 265 
Leukiamie é 1 270 270 
Perniziése Anamie . nf 3 88—104 91 
Kreislauferkrankungen (Herz) . 8 124—152 139 
Bronchitis (3) . : 3 80—160 118 
Asthma bronchiale 3 85—275 154 
Emphys. pul. q 1438—270 191 
Pneumonie 5 211—330 279 
Tub. pulm. . 5 128—161 139 
» ne. a5 15 196—333 265 
». ‘Periton. . a ee 1 24 24 
Ule. duoden. und ventriculi 7 100—190 144 
Choleductus und Cholezyst. . 2 156—168 162 
Cholelithiasis Pi 1 222 222 
Nephrolithiasis und Anurie . 2 115—151 133 
Prostatahypertrophie 5 119—232 169 
Pyelitis a 3 128—171 148 
Demevateeets Cw ws. ge, 4 78—146 104 
Angina (2), Lysolvergiftung (3), Veronal- 
vergiftung (2) und Taenia (1) 6 111—162 135 


Unsere weiteren Untersuchungen gingen nun dahin, neben der 
Bestimmung des EiweifBzuckers auch den tibrigen nach Hydrolyse freien 
NichteiweiBzucker, sowie den freien Zucker zu bestimmen. Ahnliche 
Bestimmungen wurden von Cammidge mit Phosphorwolframsaure ent- 
ciweiBten Bluten durchgefiihrt, wobei aber auch andere nach Hydrolyse 
reduzierende NichteiweiBsubstanzen mitgefallt werden. Die Pe- 
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stimmungen geschahen in der Weise, daB neben der Bestimmung des 
Eiweibzuckers auf die vorher angegebene Weise und des freien Zuckers 
nach Hagedorn-Jensen in einer gesonderten Probe der Gesamtzucker 
nach Tillmanns-Philippi bestimmt wurde. Es wurden nur 0,) com 
Serum mit 0,9 ccm Wasser und 0,5 ccm 2°, iger Orcinlésung, 33° ,ige1 
Schwefelsaure, 15 cem Schwefelsaéure 10 Minuten im kochenden Wasser- 
bad erhitzt, nach Abkiihlen und Verdiinnen auf 50 ccm mit 60° iger 
Schwefelsiure gegen gleich behandelte Zuckerlisung kolorimetriert. 

Berechnung : 

cem der Zuckerlésung 


-Zuckergehalt der Vergl.-Loésung - 1000 = mg-®/». 
cem der zu untersuchenden Losung 8 8 "ie 


Die Menge des hydrolysierbaren Nichteiweibzuckers wurde aus 
der Differenz zwischen dem Gesamtzucker einerseits und EiweiBzucker 
plus freier Zucker andererseits bestimmt. Es wurden zuerst auf die 
oben angegebene Weise 18 Normalfalle untersucht (Tabelle I). 


Tabelle II. 


Normale Sera. 





A z is : Gebund, Nicht- 
Freier Zucker Eiweifzucker Gesamtzucker  gjwejizucker 


Nr Signum 
mg-°,; mg-°/9 mg-° mg- 
1 F. A. 67 SS 179 24 
2 G. Th. 63 109 189 17 
3 a, Ze. 71 126 216 19 
4 Dp. J 127 143 284 14 
5 H. A. 61 115 184 8 
6 L. Kh. 105 151 261 5 
7 M.S 70 156 236 19 
Ss Bd. 76 106 218 38 
9 S. N 64 132 199 I 
10 B 97 119 250 34 
11 K. A. 136* 151 298 11 
12 L. 141* 137 273 5 
13 M. F. 72 109 198 17 
14 P. A. 83 130 207 6 
15 H. J SO 143 221 2 
16 Pd 99 143 239 3 
17 E. H 76 141 250 37 
18 D: A. 74 146 247 27 


* Niichtern ? 


Die Ergebnisse der in der Tabelle II vereinigten Untersuchungen 
sind beziiglich des EiweiBzuckers vollkommen identisch mit den bei 
den EiweiBzuckerbestimmungen gefundenen normalen Werten (88 bis 
156 mg-%%, im Durchschnitt 137 mg-%). Die Werte fiir die nicht- 
eiweiBartigen gebundenen Zucker schwanken zwischen — 6 bis 36 mg-° 5, 
wobei die Minuswerte innerhalb der Fehler der Methode fallen. Um 


D9) * 
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die Genauigkeit der kolorimetrischen Methodik der Gesamtzucker- 
bestimmungen zu kontrollieren, wurden bei drei Fallen, bei welchen 
der nicht eiweiBartige, gebundene Zucker Null war, die bei der Eiweib- 
zuckerbestimmung abfallenden Alkohol- und Kochsalzwaschwasser zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in 1 ccm Wasser aufgenommen 
und der Zuckergehalt nach Tillmanns-Philippi bestimmt. Die Be- 
stimmung ergab mit der freien Zuckerbestimmung nach Hagedorn- 
Jensen identische Resultate. 

Die Mehrzahl der untersuchten Fille ergab fiir den nichteiweib- 
artigen hydrolysierbaren Zucker Werte unter 10 mg-°,, was mit den 
Angaben von Cammidge iiber die bei normalen Bluten nach Phosphor- 
wolframsaurefillung gefundenen geringen Werte fiir hydrolysierbaren 
Zucker tibereinstimmt. 


Diabetes mell, und Carcinom, 

Die Untersuchungen wurden bei weiteren acht Diabetes- und 
elf Carcinomfallen durchgefiihrt. Die gefundenen Werte sind nebst 
den gleichzeitig bestimmten EiweiBzuckerwerten in der Tabelle LI 
vereinigt. Die EiweiBzuckerwerte sind mit den friiher bei Diabetes 
oder Carcinom gewonnenen iibereinstimmend, und zwar geben alle 
Diabetesfille, mit Ausnahme eines mit Furunkulose einhergehenden 
Falles, normale Werte, wahrend alle Carcinomfalle stark erhéhte Werte 


Tabelle Ill. 


Diabetes- und Carcinomfalle. 





Geb. Nicht- 


‘reier tiweif- Gesamt- aeaee 

Nr. Signum Krankheit ducker pt zucker — 
mg-° | mg-° » mg-9/o mg-° » 

1 B. L. Diab. mell. (Insulinkur) 105 91 271 75 
2 ee Diab. mell. (harnzuckerfrei) 177 182 362 —7 
3) MN. = ie m 183 111 305 9 
4. M. E. | Diab. mell. (Insulin 20 Einh.) 139 104 321 78 
5 N. Diab. mell. 307 166 544 71 
6 Sch. Diab. mell. (Furunkulose) 138 270 450 42 
7 H. St. - - e 333 181 545 31 
8 P. Diab. mell. 103 169 262 —9 
i] D. F. Ca. ventriculi 65 220 280 —5 
10 r. Ca. prostata 93 219 298 —14 
11 Z. Ca. 81 227 350 42 
12 F. L. Ca. uteri 79 218 338 41 
13 R. A. Ca. ventriculi 132 250 378 —4 
14 wik. m3 « 100 270 451 81 
15 B.A. Ca. pemphig. und icterus 100 250 | 367 17 
16 dD. V. Ca. 76 257 338 5 
17 S. K. " 84 281 370 5 
18 , St. M. Ca. colli 85 286 | 410 39 


19 KM. Ca. intestinalis 101 322 421 0 
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(218 bis 322 mg-°,) zeigen. Auch hier konnte kein Zusammenhang 
zwischen dem freien und dem EiweiBzucker bei Diabetes gefunden 
werden. Auch der gebundene NichteiweiBzucker steht in keinem 
direkten Zusammenhang mit den tibrigen Zuckerwerten und zeigt ein 
wechselndes Verhalten. Vier Diabetesfalle ergaben normale Werte 
(—- 9 bis 31 mg-°,), die ibrigen sehr stark erhGhte Werte (42 bis 78mg-°,,, 
im Durchschnitt 67 mg-°,). Die erhéhten Werte stehen teilweise mit 
der Insulinbehandlung in Zusammenhang. Bei Carcinom wurden mit 
Ausnahme eines Carc. véntr. mit 81 mg-°,, nur normale Werte fiir den 
gebundenen NichteiweiBzucker gefunden. 


“Lungen- und Tuberkuloseerkrankungen. 

Ebenfalls wechselnde Resultate ergaben die Untersuchungen von 
sechs Lungen- und elf Tuberkulosefillen (Tabelle IV). Auch bei diesen 
Fallen wurde kein Zusammenhang zwischen dem freien, EiweiB- und 
gebundenen NichteiweiBzucker gefunden. Bei Tuberkulose wurden 
in drei Fallen stark erhéhte Werte (63, 128 und 193 mg-°,) fiir ge- 
bundenen NichteiweiBzucker gefunden, vier fiebernde Falle ergaben 
wohl hohe EiweiBzuckerwerte, aber sehr niedrige gebundene Nicht- 
eiweiBzuckerwerte. Von den itibrigen Lungenerkrankungen zeigten 
zwei Grippefalle, fiebernd und nicht fiebernd, das gleiche Verhalten. 
EKinen hohen Wert fiir hydrolysierbaren NichteiweiBzucker ergab ein 
Emphysem. pulm. mit Bronchitis verbundener Fall. 


Tabelle IV. 





nfl ebay, re Geb. Nieht- 
Freier Eiweifi- | Gesamt- gj weif- 


Nr. Signum Krankheit Zucker zucker | zucker zucker 
mg-° | mg-° 9 mg-° mg-°? 
1 H. F. Grippe, fieberfrei 104 156 312 52 
2 «St. K. Grippe, fiebernd, 38° 64 222 293 7 
3 PF. Emphys. pulm. 131 143 290 13 
4 K. M. . ‘i 75 270 360 15 
5 H. Emphys. pulm.(Bronech.chron.) 69 143 307 95 
6 M. Apecitis fieberfrei 104 156 312 52 
7 W. J. Tub. pulm. 66 217 476 193 
8 || H. J. Tub. labi. sup. utr. 72 322 522 128 
9 N. A. — Tub. pulm. und Kyphoskoliose 64 128 240 48 
10 T. Tub. pulm. 66 196 298 36 
11 Pod. * ‘ 69 237 330 24 
12. G. Th. ‘ _ 82 139 230 
13 Ss. Tub. pulm., Fieber 37,3° 111 277 418 30 
14 Kr. Tub. pulm., Fieber 38° 
15 J. und Haemoptoe 148 250 404 6 
Tub. pulm., Fieber 37,4° 111 345 453 3 
16 St. Fr. - Tub. pulm., Fieber 103 302 401 4 
17 Sch. A. * J _ 115 292 420 13 
18 D.M. Tub. pulm. 104 270 367 7 
19 | C. St. Tub. pulm., fieberfrei 64 135 262 63 
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Lebererkrankungen und Nephritis. 

Es wurden weitere drei Fille von Lebererkrankungen und drei 
Nephritis subacuta-Falle untersucht (Tabelle V). 

Die drei Faille von Lebererkrankungen ergaben normale oder nur 
wenig erhéhte Werte. Auffallend hohe Werte fiir den nichteiweiB- 
artigen, gebundenen Zucker wurden bei zwei von den drei Nephritis 
subacuta-Fallen gefunden. Diese hohen Werte bilden eine Erklirung 
fir die von vielen Autoren gefundenen konstant erhéhten Werte fiir 
hydrolysierbaren Zucker bei Nephritis. 


Tabelle V. 





Geb. Nicht- 


; . Freier Eiweif- Gesamt- eiweif- 
Nr. Signum Krankheit Zucker zucker zucker sucker 
mg-°/» mg-°/, mg-9/5 mg-9/, 
1 P. M. Lebercirrhose und Icterus 66 222 357 69 
2 || Kr. A. Teterus catarrh. 67 212 287 8 
3 Gr. Stauunysleber, Icterus 65 222 332 45 
und Mitralinsuff. 
4 T. R. Nephr. sub. (Rest-N38mg-® 9) 99 92 312 121 
5 H. B. “ ae a 130 143 297 24 
6 cE ¥. e 3 vig < Se oe al 65 78 302 160 


Diese Bestimmungen ergaben, daB kein direkter Zusammenhang 
zwischen dem freien, EiweiB- und den aus verschiedenartigsten Sub- 
stanzen zusammengesetzten gebundenen NichteiweiBzucker besteht. 
Die Werte fiir den gebundenen NichteiweiBzucker sind bei Diabetes 
normal, eine Erhéhung findet oft im Zusammenhang mit der Insulin- 
behandlung statt. Bei Tuberkulose und Grippe wurden wahrend 
des Fiebers erniedrigte Werte, bei fieberfreien Fallen normale oder 
stark erhéhte gefunden. Stark erhéhte Werte wurden bei zwei von 
den ‘drei Nephritisfillen festgestellt. Bei unseren weiteren Unter- 
suchungen werden wir neben den bisherigen Bestimmungen versuchen, 
die aus verschiedenen Substanzen bestehende Fraktion des hydrolysier- 
baren NichteiweiBzuckers weiterzufraktionieren, da jede dieser ver- 
schiedenen Substanzen eine verschiedene physiologische Bedeutung hat. 

Bestinumungen von Gesamt-, EiweiB- und freiem Zucker im 
Plasma und Serum gleicher Falle nebeneinander ergaben gleiche Blut- 
zuckerwerte und etwas erniedrigte Eiwei}- und gebundene Nichteiweib- 
zuckerwerte beim Plasma im Gegensatz zum Serum. 


Liquor und Harn, 
Es wurden weitere Versuche unternommen, die Anwendbarkeit 
der Methodik auf andere physiologische Fliissigkeiten, insbesondere 
auf Liquor und Harn, auszudehnen. Fiir die Untersuchung des Eiweib- 
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zuckergehalts im Liquor miissen gréBere Liquormengen verwendet 
werden. Untersucht wurden die Riickenmarksfliissigkeiten von vier 
Fallen progressiver Paralyse nach der Malariabehandlung. Die Be- 
stimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, daB fiir den Gesamtzucker 
0,2 Liquor mit Wasser auf lecm aufgefiillt und der Zucker nach 
Tillmanns-Philippi bestimmt wurde. Fiir den EiweiBzuckergehalt 
wurden 2cem Liquor mit 8ccm absolutem Alkohol gefallt, kurz im 
Wasserbad aufgekocht, zentrifugiert und einmal in 4cem \lkohol 
gewaschen, dann in lcem 1°, iger Natronlauge gelést und der Zucker- 
gehalt bestimmt. Die Bestimmung des freien Zuckers erfolgte nach 
Hagedorn-Jensen. Bei diesen vier Liquorfaiilen wurde auch der Gesamt- 
stickstoff und der Reststickstoff bestimmt. Der Gesamtzucker weniger 
EiweiBzucker ergab die gleichen Werte wie die nach Hagedorn-Jensen 
gefundene. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle VI vereinigt. 


Tabelle VI. 





Liquor. 
. . oe . Eiweifi- Gesamt- 
Nr. Erkrankung Rest-N Gesamt-N zucker zucker 
mg-° 9 mg-9/ mg-° | mg-° 
1 S 30 13 92 
2 | Progressive Paralyse { 10 82 : 7 
3 | nach Malariabehandlung | 15 36 l 62 
4 8 36 11,7 78 


Uber das Vorhandensein von nach Hydrolyse reduzierenden 
Substanzen im Harn sind mehrere Angaben vorhanden Die Alteste 
Angabe stammt von Bos! aus dem Jahre 1869, der nach saurer Hydrolyse 
des Urins eine Vermehrung der reduzierenden Substanzen im Diabetiker- 
harn fand. Salkowski wies im Harn von Carcinomkranken das Vor- 
handensein eines schwer dialysablen stickstoffhaltigen Kohlenhydrats 
nach. Ausfiihrliche Untersuchungen stellte Cammidge? an, der nach 
Fallung von Harn mit basischem Bleiacetat im Filtrat das Vorhanden- 
sein eines Pentosenkomplexes annahm und besonders sein Verhalten 
bei Diab. mell. untersuchte. Herz und Willheim®, Folin und Bergglund* 
fiihren diese Zucker auf aus der Nahrung stammende nicht verwertbare 
Kohlenhydrate zuriick. Wir versuchten in erster Linie eine Methode 
zu finden, die eine Trennung des Harnzuckers in mehrere spezifische 
Fraktionen erméglicht. Es wurden zuerst eine Reihe im Harn vor- 
kommender Substanzen auf ihre Reaktionsfaihigkeit bei der Be- 


1 Zitiert nach Grevenstuk. 

> Cammidge u. Howard, New vireus of diabet mell. London 1923. 
3 Wiener klin. Wochenschr. Nr. 24, 1910. 

* Journ. of biol. Chem. 51, 213, 1922. 
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stimmung nach 7'illmanns- Philippi untersucht. Von diesen Substanzen 
gaben Harnsaure, Xanthin, Bilirubin, Ammonsalze, Kreatin, Kreatinin, 
Harnstoff, Glykokoll, Leucin und Tyrosin auch in héheren Konzen- 
trationen keinerlei Reaktion. Die Gallensaéuren gaben in héheren Kon- 
zentrationen eine griingelbe Verfarbung. 

Wir fiihrten zuerst quantitative Bestimmungen der im_nicht- 
diabetischen Harn vorhandenen Kohlenhydrate in der Weise durch, 
daB 0,1 bis 0,2ccm Harn mit Wasser auf 1 ccm verdiinnt wurden 
und der Zuckergehalt nach Tillmanns-Philippi bestimmt wurde. 
Dievre Versuche ergaben bei nicht diabetischen Harnen Werte zwischen 
200 und 300 mg-°,, bei einem konzentrierten Harn von hohem spezi- 
fischen Gewicht wurde ein Wert von 760 mg-°, gefunden, wobei alle 
Reaktionen auf freien Zucker (Phenylhydrazinprobe) negativ waren. 
Es wurden Versuche unternommen, eine Fraktionierung der Kohlen- 
hydrate durchzufiihren. Und zwar wurden zum SchluB folgende 
Fraktionen bestimmt: 


1. Alkoholfallbare Substanz. 

2. Alkoholfallbare Substanz; in 10° iger Kochsalzlésung nach 
Hitzekoagulation unléslich gebliebener Teil (EiweiB). 

3. Sublimatfallbarer Anteil. 

4. Mit Bleiacetat fallbarer Anteil. 

5. Gesamtkohlenhydrate. 

Die Ausfiihrung der Bestimmungen geschah auf folgende Weise: 

1. 3ccm Harn wurden mit 5ccm Alkohol gefallt, zentrifugiert, 
dann mit 5cem Alkohol gewaschen, der Niederschlag wurde dann 
in leem 1°%iger Natronlauge gelést und der Kohlenhydratgehalt 
bestimmt. 

2. 3cem Urin wurden wie oben mit Alkohol gefallt und gewaschen, 
dann mit 5ccm 10°,iger Kochsalzlésung, 1 bis 2 Tropfen 10°, iger 
Essigsiure 3 bis 4 Minuten im Wasserbad erhitzt, der Niederschlag 
in leem 1°%iger Lauge gelést und der Zuckergehait bestimmt. 

3. 3cem schwach lackmussauren Urins wurden mit leccm ge- 
sittigter wasseriger Sublimatlésung versetzt und zentrifugiert. Der 
Riickstand wurde zweimal in 3 ccm 1°,iger Sublimatiédsung gewaschen, 
dann in 1 ccm Lauge gelést und der Zuckergehalt bestimmt. Bei stark 
gefarbten Urinen empfiehlt sich die Differenzbestimmung aus dem 
Filtrat. 

4. 10cem Urin wurden mit Icem 1l0°%iger Bleiacetatlésung 
gefallt, filtriert, 0,3 bis 0,5ccm des Filtrats auf 1 cem verdiinnt, dann 
mit Orcinschwefelsiure und 60°,iger Schwefelsdiure 10 bis 12 Minuten 
im Wasserbad erhitzt. Nach dem Erhitzen wurde eventuell aus- 
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gefallenes Bleisulfat abzentrifugiert und 8,25 ccm (die Halfte) von der 
iiberstehenden Lésung fiir die Bestimmung verwendet. Die Differenz 
zwischen Gesamtkohlenhydrate und Bleiacetatfiltrat ergab die mit 
Bleiacetat fallbaren Kohlenhydrate. Ein auf diese Weise untersuchter 
Carcinomharn vom spez. Gew. 1024 und Gesamtkohlenhydratgehalt 
267 mg-°,, zeigte folgende Verteilung: 1. 22 mg-%, 2. 15 mg-%,, 
3. 34 mg-%, 4. 86 mg-°,. 

Unsere weiteren Untersuchungen des Kohlenhydratgehalts im 
Harn werden neben der Bestimmung der in den einzelnen Fraktionen 
fallbaren Zucker bei normalen und pathologischen Fallen auch deren 
chemische Identifizierung und den EinfluB der Nahrung beriicksichtigen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Methoden ausgearbeitet, die nach Tillmanns- Philippi 
ohne gesonderte Hydrolyse und unter Vermeidung der Fehler der 
friiheren Methoden, die Bestimmung des EiweiB- und des hydrolysier- 
baren NichteiweiBzuckers im Plasma, Serum, Punktionsfliissigkeiten 
oder Liquor erméglicht. Es wird die Anwendbarkeit der Methode 
auf die Bestimmung der Kohlenhydrate im nichtdiabetischen Harn 
hingewiesen, wobei die Bestimmung auch eine Trennung der Kohlen- 
hydrate des Harns in mehrere spezifische Fraktionen erméglicht. 

Die Bestimmung der Eiweibzuckerwerte ergab bei Diab. mell., 
Basedow, bei den meisten Herz- und Halserkrankungen, bei Asthma 
bronchiale, Uleus duod. und ventriculi und bei den meisten Erkran- 
kungen des Urogenitaltraktes, insbesondere bei nicht fiebernden 
Fallen normale Werte. Wechselnde Ergebnisse wurden bei Lungen- 
erkrankungen und Tuberkulose erhalten, wobei bei fiebernden, mit 
den Erkrankungen der Lunge zusammenhangenden Fallen besonders 
hohe Werte gefunden wurden. Die héchsten Werte wurden bei Carcinom, 
im Gegensatz zum Sarkom und bei Pneumonien bestimmt. 

Der hydrolysierbare NichteiweiBzucker ergab bei Diab. mell. ge- 
wohnlich normale Werte, nur wahrend der Insulinbehandlung erhéhte 
Werte. Bei Tuberkulose und bei Grippe wurden wahrend des Fiebers 
sehr niedrige, nach Verschwinden desselben erhéhte Werte gefunden. 
Stark erhéhte Werte wurden bei zwei von drei Nephritis subacuta- 
Fallen beobachtet. Bei den iibrigen Erkrankungen, auch bei Carcinom, 
wurden normale Werte gefunden. Es wurde kein direkter Zusammen- 
hang zwischen freiem, EiweiB- und hydrolysierbarem Nichteiweib- 
zucker beobachtet. 








Eine Mikromethode fiir die Bestimmung von Sauerstoff 
und Kohlensiure im Blut. 


Von 
H. W. Mook. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 19. September 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dieser Zeitschr. 223, 152, 1930 habe ich einen Apparat  be- 


schrieben, womit man den Kohlensaéuregehalt einer kleinen Menge 
Serum bestimmen kann. Dieser Apparat ist ebenfalls zu Kohlensaure- 
und Sauerstoffbestimmungen in kleinen Blutmengen geeignet. Die 
Bestimmungen beruhen auf dem von van Slyke! angewandten Prinzip, 
durch Milchséure und K,FeCy, die Gase frei zu machen mit nach- 
folgender Evakuation der Fliissigkeit. Wenn man beide Gase in 
derselben Blutprobe bestimmen will, muB man hiernach noch eine 
Absorption der Kohlensiéure mit Lauge folgen lassen. Da jedoch der 
Kohlensauregehalt immer um sehr vieles gr6éBer ist als der Sauerstoff- 
gehalt, wird, falls man beide gleichzeitig bestimmt, ein verhaltnis- 
maBig kleiner Fehler bei der Messung des Kohlenséurevolumens die 
Genauigkeit der Bestimmung des O,-Volumens relativ stark beein- 
flussen. Darum ist eine Einzelbestimmung des Sauerstoffs vorzuziehen, 
z. B. mittels einer alkalischen K,Fe(CN),-Lésung, welche die Kohlen- 
siure bindet. Van Slyke hat dies versucht, fand jedoch, daB bei Ver- 
wendung von n/10 NaOH zu wenig O, frei wurde, und daB mit Ammoniak 
nicht alle CO, gebunden wurde, so daB dann doch noch eine Absorption 
mit Lauge notwendig war. Nach einer Anzahl Versuche ist es mir 
gelungen, eine ammoniakalische Lésung von K,Fe(CN), herzustellen, 
mit der bei Evakuation aller O, frei wurde und alle CO, gebunden blieb. 


1 Van Slyke u. Stadie, Journ. of biol. Chem. 49, 1, 1921. 
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Diese Lésung wird hergestellt, indem man 0,5 g K,Fe(CN), in 100 com 
Wasser lést und 1 cem 25° ig. NH, zufiigt. Zur Kontrolle wurde der 
O,-Gehalt von mit Luft gesaittigtem Blut mit dem Gehalt an Hamo- 
globin verglichen, wobei man aus dem Gleichbleiben des Gasvolumens 
nach Absorption mit Lauge die vollstandige Bindung des CQ, folgern 
konnte. 

Die Verwendung von Ammoniak hat auBerdem den Vorteil, die 
durchaus notwendige véllige Himolyse des Blutes zu bewirken, so 
daB Saponin iiberfliissig wird. Da die O,- und CO,- Bestimmungen 
aus obigen Griinden immer einzeln ausgefiihrt wurden, werde ich sie 
hier nacheinander besprechen. Was Beschreibung und Verwendung des 
Apparates betrifft, so verweise ich auf meine vorige Veréffentlichung?. 


A. Bestimmung des 0,-Gehalts. 

Der abnehmbare Teil des Apparates, der aus einer MeBkapillare 
mit kugelférmiger Erweiterung besteht, wird in der friiher beschrie- 
benen Weise mit obiger ammoniakalischer K,Fe(CN),-Lésung gefiillt. 
Dann wird mit einer kleinen Spritze? ein Tropfen Petroleum in die 
kurze Kapillare eingefiihrt, wobei man Sorge tragen muBb, daB keine 
Luftblase zuriickbleibt. Das Petroleum dient dazu, Schaumbildung 
zu verhiiten; mit Isocaprylalkohol bekam ich oft viel zu hohe Werte. 
Indem man das Petroleum vorher eine Zeitlang mit Quecksilber 
schiittelt und dann abfiltriert, verhiitet man die Bildung eines schwarzen 
Niederschlags im Apparat. Bei der nun folgenden Evakuation des 
Reagens muB man das Quecksilber bis dicht ttber dem Hahn sinken 
lassen, da dies sonst beim Schiitteln mit dem K,Fe(CN), reagieren und 
die Konzentration verringern wiirde. Dies laBt sich an der Abnahme 
der gelben Farbung der Fliissigkeit beobachten. Das Reagens darf 
jedoch niemals bis in den Hahn kommen, da hierdurch der Apparat 
leicht verschmutzt und auBerdem die Méglichkeit des Zuriickbleibens 
kleiner Gasblasen entsteht. Wenn man nach der Evakuation, bei der 
der Apparat 2 Minuten geschiittelt wird, das Quecksilber wieder hat 
steigen lassen, kann man nach Abnahme der MeBkapillare das Gas- 
volumen sofort ablesen, wenn man sich bemiiht, das Gas so wenig 
wie moéglich mit den Fingern zu erwirmen®. Danach wird mittels 

' Diese Zeitschr. 223, 152, 1930. 

* Als Spritze verwendet man eine an einer Seite lang ausgezogene Glas- 
réhre mit Gummiballon. Eine Injektionsnadel ist hier nicht empfehlens- 
wert, wie bei der Kohlenséurebestimmung, weil das Eisen mit dem Reagens 
reagiert und einen Niederschlag von Berliner Blau ergibt. 

* Wenn sich Quecksilber in der kurzen Kapillare befindet, kann man 
es durch Wasser ersetzen, indem man die Kapillare mit der Offnung unter 
ausgekochtes Wasser halt und jetzt gegen die sie haltende Hand st6Bt. 
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einer Kapillarpipette! eine bekannte Menge Blut in die kugelférmige 
Erweiterung eingefiihrt (meistens nehme ich 70cmm, welche ich 
zwischen zwei Teilstrichen auslaufen lasse). Die Luft, die beim Zuriick- 
ziehen der Pipette in der kurzen Kapillare zuriickbleibt, wird durch 
ausgekochtes Wasser ersetzt. Sofort nach Zufiigung der Blutprobe 
wird die Kapillare zwecks guter Mischung schnell gedreht, wodurch 
eine véllige Hamolyse erzielt und Gerinnung verhitet wird. Sodann 
folgt eine zweite Evakuation, wobei die Fliissigkeit 3 Minuten im 
Vakuum geschiittelt werden mu. Die Zunahme des Gasvolumens 
nach der zweiten Evakuation zeigt die im Blute anwesende Gasmenge 
an. Diese wird auf 100 ccm Blut umgerechnet, wobei eine Korrektur 
angebracht wird fiir Temperatur, Druck und Feuchtigkeit. Sei a 
die Anzahl gemessene Kubikmillimeter Gas, die man bei f? und B mm 
Hg aus bcmm Blut bekommt, und ¢ die Anzahl Kubikzentimeter von 0° 
und 760 mm Hg aus 100 ccm Blut, dann ist 
100 B—p 273 
+. . ae. 28 48" 

worin p die Wasserdampfspannung bei ¢ bedeutet. Das Produkt der 
beiden letzten Faktoren kann man aus Tabellen entnehmen®. Die 
so bestimmte Gasmenge besteht nicht ausschlieBlich aus dem an das 
Hamoglobin gebundenen O,. Zum Teil besteht sie aus Stickstoff und 
Sauerstoff, die im Blute gelést waren. Diese Menge betraigt bei 37° 
fiir arterielles Blut 1,7% (d. h. in 100 cem 1,7 ccm gelést), fiir vendses 
Blut 1,5°, und fiir Blut, das sich bei 20° mit Luft im Gleichgewicht 
befindet, 2°4. Diese Werte mu8 man also von ¢ abziehen, um den 
Wert fiir den gebundenen Sauerstoff zu erhalten. Uber die Genauig- 
keit dieser Methode laBt sich folgendes bemerken. Das Quantum 
Sauerstoff in 70 cmm normalem Blut betragt ungefahr 15 cmm, der ab- 
solute Fehler ist meistens nicht gréBer als 0,5 cmm, selten lemm. Die 
hiermit tibereinstimmenden relativen Fehler betragen also 3 bzw. 6°. 


' Diese Pipette ist mit einer Nadel versehen. Um den schadlichen 
Raum soviel wie méglich zu verringern, habe ich von einer Injektions- 
nadel den Konus entfernt und den Rest der Nadel ein wenig in das Lumen 
der Kapillare gesteckt und mit Kotinsky festgeheftet. Besser noch ist es, 
die Spitze der Pipette lang auszuziehen, obwohl die Gefahr, sie zu zer- 
brechen, gr6Ber wird. 

2 Scliche Tabellen befinden sich in Abderhaldens Handb., Teil IV, 10. 
Im Praktikumbuch von Knipping und Rona wird am Schlu8 eine Tabelle 
gegeben, jedoch nur zur Korrektur von Temperatur und Druck, nicht 
von Feuchtigkeit. Will man diese Zahlen verwenden, dann mu8 man 
also die Wasserdampfspannung vom Barometerstand abziehen und den 
diesem Druck entsprechenden Faktor suchen. Dasselbe gilt fiir eine Tabelle 
in Kiéisters Rechentafeln. Die Firma N. V. Marius, Utrecht, liefert zu 
meinem Apparat eine Tabelle. 
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Kontrolle der Methode. 


Ich habe die Methode an Blutmengen, die mit Luftsauerstoff- 
spannung im Gleichgewicht waren, gepriift, erstens, indem ich be- 
stimmte, wieviel Kubikzentimeter O, pro Gramm Hamoglobin gebunden 
waren, zweitens mittels der O,- Bestimmung von van Slyke!. Zur Sattigung 
mit Luft benutzte ich eine mir von Dirken empfohlene Methode. Hierbei 
befindet sich das Blut in einem birnenférmigen GefaiB, an dessen Stiel 
eine Kapillare und hieran wieder eine Glasréhre angeschmolzen ist 
(s. Abb. 1). Ein langsamer Luftstrom wird in die 
Glasréhre eingefihrt und sprudelt durch das Blut 
nach oben. 

Man sattigt erst die Luft mit Wasserdampf, 
indem man eine Waschflasche mit Wasser vor das 
GefaB schaltet. An einigen Hb-Bestimmungen konnte 
man beobachten, daB auf diese Weise kein Ein- / 
dampfen stattfand. Die Erweiterung des GefaBes 
verhindert Schaumbildung, da die Hautchen der Abb. 1. 
Fliissigkeit stets diinner werden und brechen. Auch 
hat letztere Methode den Vorteil, daB das Blut fortwahrend gemischt 
wird und nicht sedimentiert. In dieser Weise laBt sich das Blut 
ziemlich schnell sattigen?. Verwendet wurde durch Venenpunktion 
oder durch einen Stich in den Finger gewonnenes Blut. Das Gerinnen 
verhiitet man, indem man pro Kubikzentimeter Blut 0,02 ccm einer 
Losung von 10° ig. Kaliumoxalat und 5%ig. Natriumfluorid zufiigte, 
welche Lésung auch der Glykolyse vorbeugt*. 

Von dem mit Luft gesattigten Blut wurden Mengen von 100, 70 
und 50 cmm in oben beschriebener Weise analysiert. Von dem reduzierten 
Gasgehalt miissen zur Korrektur fiir gelésten Stickstoff und Sauerstoff 
2° abgezogen werden. Der restliche Wert gibt die Anzahl Kubikzenti- 
meter O, an, die in 100 ccm Blut an Haimoglobin gebunden sind. Wenn 
man diesen Wert durch den Hb-Gehalt teilt, bekommt man die O,-Menge, 
welche pro Gramm Hb gebunden ist. Zur Bestimmung des Hb-Gehalts 
gebrauche ich Biirkers Methode 4. 

Eine bestimmte Menge Blut wird mit destilliertem Wasser l0Ofach 
verdiinnt. Diese Lésung wird mit Natriumhydrosulfit (Na,S,O,) 
reduziert und die Farbung der Lésung mit der bekannten Vergleichs- 
lésung von Hamoglobin, z. B. im Kolorimeter nach Klett, ver- 


1 Van Slyke u. Stadie, Journ. of biol. Chem. 49, 1, 1921. 

* leem Blut, das fast ganz von Sauerstoff frei war, kam nach lang- 
samem Durchleiten von 150 cem Luft wieder ganz mit ihr ins Gleichgewicht. 
3 Rona u. Kleinmann, Praktikum d. physiol. Chem., 2. Teil, S. 44. 

* Abderhaldens Handb. Abt. IV. Teil 4, S. 1197. 
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glichen'. Zur Kontrolle wurden erst einige kolorimetrische Be- 
stimmungen mit der refraktometrischen Methode von Stoddard und 
Adair® verglichen, wobei ich eine gute Ubereinstimmung erhielt. Von 
drei verschiedenen Blutmengen wurde nach Birker 10,9, 12,6, 12,1 g 
pro 100 ccm gefunden; nach Stoddard und Adair 10,8, 12,8, 12,1 g. 
Mit Biirkers Methode erzielt man nach einiger Ubung leicht eine Ge- 
nauigkeit von ungefahr 2°. 

Auf diese Weise wurden von einer Anzahl Blutproben der O,-Wert 
pro Gramm Hb bestimmt und verglichen mit den von anderen Unter- 
suchern festgestellten Werten. Hiffner gab hierfiir 1,34 an, Stoddard 
und Adair fanden mit dem Apparat von van Slyke und der refrakto- 
metrischen Hb-Bestimmung 1,26 als Mittel der verschiedenen Ver- 
suche. Bei einer groBen Anzahl Messungen mit dem Mikroapparat 
bekam man einen Mittelwert von 1,33, was mit den anderen genannten 
Werten gut tibereinstimmt. Einen Teil der Resultate zeigt folgende 
Zusammenstellung. 


Bestimmung der an 1 g Hb gebundenen Sauerstoffmenge in verschiedenen, 
mit Luft im Gleichgewicht befindlichen Blutmengen. 





99 Oe Hb-Gehalt cem O, prog Hb 9/9 O Hb-Gehalt cem O» prog Hb 
27,8 1,36 22.4 16,9 1,33 
74 | mi 134 214 17.0 126 
27,3 | : 1,33 21,6 15,9 1,35 
27,8 1,36 17,6 13,9 1,27 


AuBerdem habe ich die Resultate einer Anzahl Versuche mit den 
Werten, die ich bei demselben Blut mit der volumetrischen Methode 
von van Slyke fand, verglichen. 


Sauerstoffgehalt bestimmt nach: 





Van Slyke Mikromethode 
10,9, 10.9 11,2, 11,2, 11,2 
15,6 15,0, 15,0, 15,0 
16,0 16,7 

19,7 20,6, 20,0 

21,5 21,3 


' Die Menge der zu einer Bestimmung bendtigten Flissigkeit ist von 
dem Kolorimeter abhangig. Im allgemeinen werden einige Kubikzentimeter 
Flissigkeit geniigen, die also zehnmal so viel Kubikmillimetern Blut 
entsprechen. Um bei der Abmessung des Blutes keinen allzu groben Fehler 
zu machen, ist es ratsam, die Blutmenge nicht zu klein zu nehmen. 
Ich verwende 50cmm. Diese werden in 5 cem destilliertes Wasser gebracht 
und sofort geschiittelt, um Gerinnung zu verhiiten. 

2 Stoddard u. Adar, Journ. of biol. Chem. 57, 450, 1923. 
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Bb. Bestimmung des € 0,-Gehalts. 

Wie schon in der Einleitung bemerkt wurde, empfiehlt es sich, 
die O,- und CO,-Bestimmungen nicht gleichzeitig auszufiihren, sondern 
die CQO, gesondert zu bestimmen. Dazu kann man Milchsdure (un- 
gefahr n/10) als Reagens verwenden. Um Schaumbildung zu_ ver- 
hiiten, fiigt man ein wenig Isocaprylalkohol oder Caprylsdure zu (z. B. 
genugt 1 Tropfen pro 10 ccm). Mit dieser Lésung werden die Kapillare 
und die Erweiterung gefiillt. Da dieses Reagens keine CO, enthalt, 
kann man die Blutprobe (50 cmm)! sofort zufiigen. Um Gerinnung 
zu verhiiten, wird die Kapillare sofort darauf zwischen den Fingern 
gedreht. Sodann mu die Flissigkeit evakuiert werden, wobei 
man sie 3 Minuten in vacuo schiittelt. Nach der Evakuation darf 
man die Fliissigkeit im Apparat nicht zu langsam steigen lassen, 
da sonst die Riickresorption der CO, gréBer wird, als mitgeteilt 
wurde. BloB in der kurzen Kapillare muB das Steigungstempo lang- 
samer sein, da die Fliissigkeit sonst in die geteilte Kapillare spritzt. 
Die Fiillung der Kapillare darf nicht langer als 2 bis 3 Sekunden dauern. 
Wenn man den Hahn unten am Apparat gut einfettet, laBt sich dies 
leicht bewerkstelligen. Sofort nachdem man die Kapillare vom Apparat 
abgenommen hat, wird das Volumen abgelesen. Das freigewordene 
Gas besteht nicht nur aus Kohlenséure, sondern auch aus O, und Nog, 
die im Blute und im Reagens gelést waren. Um den Gehalt an 
Kohlensaéure zu bestimmen, wird sie mit Lauge absorbiert. 


Absorption der Kohlensdure. 

Mit einer Spritze, genau wie die zur Fiillung der Kapillare 
verwendete, bringt man eine konzentrierte Laugenlésung (KOH zu 
10°,) in die kugelférmige Erweiterung ein und vertreibt damit das 
Reagens. Damit keine Luftblasen in die Erweiterung kommen, muB 
die Spritze laufend eingefiihrt und wieder herausgenommen werden. 
Die Kapi!lare wird sodann eine Weile mit der Offnung nach oben hin- 
gestellt. Wegen des héheren spezifischen Gewichtes sinkt die Laugen- 
lésung in der MaBkapillare nach unten, bis auch hier das Reagens ver- 
drangt ist. Der Schliff der Kapillare wird in einen ungefahr 5 cm langen 
Gummischlauch gesteckt, der seitlich eine Offnmung hat; sein anderes 
Ende ist mit einem Pfropfen verschlossen. Diese Offnung wird mit 
dem Finger zugehalten. Durch Driicken auf den Schlauch bewegt man 
den Spiegel der Flissigkeit in der MeBkapillare auf und ab. Hierdurch 


1 


Das Volumen des freigemachten Gases darf nicht mehr als ungeféhr 
drei Viertel des Volumens der MeSkapillare betragen, sonst wird die 
Riickresorption beim Aufsteigen der Fliissigkeit nach der Evakuation 
zu groB. Wenn man also Blut hat, das sehr viel CO, enthaélt, so muB 
man entsprechend weniger Blut zur Analyse verwenden. 
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wird die Kohlensaure absorbiert. Die Absorption ist beendet, wenn 
sich keine weitere Volumenabnahme zeigt. Wenn man bei diesem 
Vorgang die Kapillare so sorgfaltig anfaBt, daB man das Gas nicht 
erwarmt, so kann man den Gasgehalt ablesen, nachdem man den 
Finger von der Offnung des Schlauches entfernt hat. 


Berechnung des Kohlensduregehalts'. 
Sei a die Anzahl gemessene Kubikmillimeter CQ,, die bei @ und 
Bmm Hg aus bcmm Blut frei werden und ¢ die Anzahl Kubikzenti- 
meter von 0° 760 mm Hg aus 100 cem Blut, so ist: 


PR it ef ae -1,02-(1 + af)-a 
~ 6 70 278+t "~ ’ 
Hierbei dient der Faktor 1,02 dazu, um die Riickresorption, und der Aus- 
druck (1 + «/f), um die Kohlenséuremenge, die in der Lésung zuriick- 
geblieben ist, in Rechnung zu bringen. « ist der Absorptionskoeffizient 
von CO, in Wasser. Dieser betraigt « = 1,412 — 0,0225t*. f ist eine 
Konstante des Apparats, namlich das Verhaltnis zwischen dem Volumen 
der extrahierten Fliissigkeit und dem Extraktionsraum. Das Produkt 
BA . _ findet sich in Tabellen, die unter A. genannt wurden®. 
760 273+¢ 


Kontrolle der Methode. 
Indem ich Blut, das sich mit einer Luft-Kohlenséuremischung 
im Gleichgewicht befand, mit Hilfe des volumetrischen Apparats 
analysierte und diese Analyse mit derjenigen nach meiner eigenen 
Methode verglich, habe ich letztere kontrolliert. Ich erhielt eine gute 
+ . . 
CUbereinstimmung, was aus nachfolgenden Resultaten hervorgeht. 


°, CO, bestimmt nach: 





Van Slyke Eigene Methode 


55 53, 54, 56 

83, 80, 80 83, 82, 82, 81 
69 72, 68, 69, 71 
54 55, 53 


Reinigung des Apparats. 
Nach der Absorption miissen die Kapillaren erst zweimal mit 
verdiinnter Salzséiure gespiilt werden, ehe man sie zu einer neuen 


' Vgl. auch diese Zeitschr. 223, 157, 1930. 

2 Van Slyke, Journ. of biol. Chem. 30, 358, 1917. 

3 Die Firma Marius liefert zum Apparat eine Tabelle, mittels welcher 
man den CO,-Gehalt sofort aus der gemessenen CO,-Menge ableiten kann. 
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Analyse benutzen kann. Die alkalische Fliissigkeit wird mit einer 
Wasserstrahlpumpe herausgesogen, sodann wird Salzséure in die Er- 
weiterung getan, wonach man die Kapillare durch Zentrifugieren 
fillt. Dann wird sie in eine etwas weitere Glasréhre mit dem Schliff 
nach unten in die Zentrifuge gestellt, damit die Fliissigkeit wieder aus 
der MaBkapillare heraustritt. Darauf wird die Siure aus der Erweiterung 
gesogen. Derselbe Vorgang wird dann noch einmal wiederholt. Der 
Extraktionsraunm laBt sich ohne weiteres durch Spiilen mit Wasser 
oder verdiinnter Salzsiure reinigen. Man achte jedoch immer darauf, 
keine anderen Fliissigkeiten als Quecksilber durch den Hahn laufen zu 
lassen, damit dieser méglichst sauber und gasfrei bleibt. 


C. Bestimmung des Gasgehalts von Kapillarblut. 


Nach verschiedenen Forschern! ist der Sauerstoffgehalt von 
Kapillarblut, falls die Hand nur warm ist, dem des arteriellen Blutes 
gleich oder annahernd gleich. Dasselbe gilt natiirlich von CO,. Eine 
gute Blutstr6mung in der Hand kann man dadurch erreichen, daB 
man sie ungefahr 10 Minuten in ein Wasserbad von 45 bis 47° halt. 
Goldschmidt und Light? entnahmen unter diesen Umstanden einer 
Handriickenvene ein wenig Blut und konnten zwischen diesem und 
arteriellem Blut keinen Unterschied feststellen. Zur Bestimmung des 
Gasgehalts von arteriellem Blut geniigt also die Messung von Kapillar- 
blut. Die Schwierigkeit besteht darin, das Blut so aufzufangen, daB 
es nicht mit der AuBenluft in Beriihrung kommt. Es unter Paraffinél 
aufzufangen, ist nicht geeignet, da dieses Ol dann leicht in die Pipette 
und somit in den Apparat gelangen kann, wodurch man sich die Analyse 
verdirbt. Ich benutze zu dem Zwecke kleine Glasréhren (Lange 35 mm, 
innerer Durchmesser 3mm, Inhalt ungefihr 250cmm) unten mit 
einem auswiartsgebogenen Rand versehen, die ich auf folgende, 
mir von Dirken empfohlene Weise auf den Finger hefte. Ein vier- 
eckiges Stiick Leukoplast, von '),qem GréBe wird auf die vorher mit 
Alkohol entfettete Haut geklebt. Man feuchtet das Pflaster mit Benzin 
an und zieht mit einer Pinzette das Leinen ab, so dab die klebrige Schicht 
auf dem Finger zuriickbleibt. Dann sticht man durch die Schicht 
hindurch in den Finger und driickt die Réhre fest auf das Leukoplast, 
wobei man verhiiten muB, daB Blut zwischen Glas und Klebeschicht 
kommt. Wenn die Hand geniigend warm ist, fiillt sich das Réhrcehen 


1 Lundsgaard u. Moller, Journ. of exper. Med. 36, 599, 1922; Verzdar 
u. Keller, diese Zeitschr. 141, 21, 1923; Verzar u. Vazarhelyi. ebendaselbst 
151, 246, 1924. 

2 Journ. of biol. Chem. 64, 53, 1925. 
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durch Druck auf den Finger mit Blut, so daB also nur die oberflachliche 
Schicht mit Luft in Berihrung kommt (s. Abb. 2)?. 
Das im unteren Teil vorhandene Blut kann sodann mit der Pipette 
aufgesogen werden (ebenso wie zum Zahlen der Blutkérperchen abt 
sich auch hier am _ besten eine Pipette mit 
Schlauch und Glasmundstiick verwenden). 
Von vornherein laBt sich erwarten, daB 
man auf diese Weise Blut gewinnt, welches 
kein Gas mit der umgebenden Luft hat aus- 
wechseln kénnen. Ich habe versucht, dies auch 
Abb. 2. experimentell festzustellen, wenn auch, mangels 
einer besseren Methode, vielleicht nicht ganz 
zuverlassig. Ich habe namlich in eben beschriebener Weise gewonnenes 
Blut mit solchem verglichen, das unter Paraffinél aufgefangen war. 
Dabei tat ich vorher einen Tropfen dieses Ols unten in die Roéhre, so 
daB er beim Eintreten des Blutes weggeschoben wurde und somit 
Bertihrung mit der AuBenluft verhinderte. Ich habe dann den CO,- 
Gehalt gemessen und feststellen kénnen, daB das ohne Paraffinél ge- 
wonnene Blut dieselbe Menge oder etwas mehr Kohlensaéure enthielt 
als das andere. Als Beispiel lasse ich hier ein paar Zahlen folgen: 





%19 CO ®%, CO 

mit Paraffinél ohne Paraffinil 

aufgefangen aufgefangen 
47,8 49,7 
48,7 49,7 
49,0 49,0 


Bei einer O,-Bestimmung muB man ebenfalls in demselben Blut 
das Hamoglobin bestimmen, zwecks Feststellung des Sattigungs- 
grades. Man saugt dazu eine geniigende Menge Blut in die Pipette und 
bringt zuerst 50 emm in 5ccm destilliertes Wasser (Hb-Bestimmung), 
sodann 70 cmm in die kugelférmige Erweiterung des Analysenapparats?. 

Einige Male habe ich versucht, ob Druck auf den Finger den 
Hb-Gehalt beeinfluBt. Dazu habe ich Hb-Bestimmungen mit Blut 
aus einer aufgeklebten Réhre und mit solchem, das ohne Druck aus dem 
Finger strémte, ausgefiihrt, wobei ich keine Unterschiede auBer den 


1 Es kann vorkommen, namentlich wenn die Roéhren etwas fettig 
sind, daB im unteren Teile eine Luftblase bleibt. Dies kann man verhiiten, 
wenn man die Réhre zuvor mit eigener Ausatmungsluft durchblast. Die 
Wand wird dann ein wenig feucht. 

2 Man muB dies alles geschwind ausfiihren, damit die Abmessung vor 
der Gerinnung des Blutes beendet ist. Die Pipette mu8 sofort danach 
leergeblasen werden. Man reinigt sie, indem man einige Male Wasser in 
sie hineinsaugt. 
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Versuchsfehlern habe bemerken kénnen. Fiir den Fall aber, daB doch 
eine Veranderung auftritt, wird diese natiirlich bei der Bestimmung 
der Sattigung ausgeschaltet, da dann sowohl O,- als auch Hb-Gehait 
um ebensoviel zu groB oder zu klein sind. 

Aus dem gemessenen O,- und Hb-Gehalt kann anschlieBend der 
Sattigungsgrad folgendermaBen berechnet werden. Unter Verwendung 
der Zahl 1,33, d. h. die Anzahl Kubikzentimeter O, pro Gramm Hamo- 
globin gebunden, bekommt man: 


ae gemessene Anzahl ccm O, pro 100cem Blut 
%, Sattigung = . = . 
Anzahl Gramme Hb pro 100 ccm Blut . 1,33 

Einige Messungen von Kapillarblut, an verschiedenen Personen 
ausgefiihrt, ergaben nachfolgende Resultate: 





99 Og Hb-Gehalt o ) Sittigung 0/9 Og Hb-Gehalt o 9 Sattigung 
21,3 17,0 44 21,2 17,0 93 
21,8 17.6 92 20,9 17,2 92 
20,5 17,0 90 


Zum SchluB lasse ich hier noch eine vollstandige Bestimmung als 
Beispiel folgen. 


Gasvolumen in der Kapillare vor Zufiigung des Blutes 19 e¢mm 
Gasvolumen in der Kapillare nach Zufiigung von 
ET is eS a re HE AI Se we we 36 


Freigemachtes Cas 


17 ¢mm 


Temperatur 19,5° 
Barometerdruck 756 mm 
Reduktionsfaktor ee eS ee a ee 0,906 
Umgerechnete Menge des Gases pro 100 cem Blut. 22 ccm 
Menge gebundenen Sauerstoffs pro 100 cem Blut)... 20,3 com 
Menge Hamoglobin pro 100 ccm Blut... .. . . 16.5 ¢ 
EE a be re ee ee cd es oS we ee 93 % 


Zusammenfassung. 

Es wird beschrieben, wie mit dem Apparat zur Bestimmung der 
Alkalireserve! der O,- und CO,-Gehalt kleiner Blutmengen (50 bis 
70 cmm) festgestellt werden kann. AnschlieBend folgt die Beschreibung 
einer Methode, solche kleinen Blutmengen ohne Gasaustausch mit der 
Umgebung aus einem Finger aufzufangen, so daB es méglich ist, den 
O,- und CO,-Gehalt von Kapillarblut zu messen und somit den O,- 
Sattigungsgrad zu finden. 


! Diese Zeitschr. 223, 52, 1930. 
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Erginzung zu der Arbeit: 
Kin einfacher Mikroapparat zur Bestimmung 
der Alkalireserve. 


Von 


H. W. Mook. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 


(Eingegangen am 19. September 1931.) 


Bei den spateren Bestimmungen des Kohlensauregehalts von Blut 
habe ich einige Unrichtigkeiten im obigen Artikel’ entdeckt. Auf 8. 154 
ist a. a. O. angegeben, daB namentlich das Aufsteigen der Fliissigkeit in 
der kugelférmigen Erweiterung langsam geschehen mu, damit keine 
Fliissigkeit vor dem Gase in die Kapillare getrieben wird. Dieses Auf- 
steigen daif jedoch nicht zu langsam stattfinden, da in diesem Falle 
die Riickresorption gréBer werden kénnte, als angegeben wurde. Die 
Fiillung der Kugel darf nicht linger als 2 bis 3 Sekunden dauern. Wenn 
der Hahn unten am Apparat gut eingefettet ist, gelingt es leicht, die 
Flissigkeit in der Kapillare erst langsam (um Spritzen zu verhiiten), 
dann aber schneller aufsteigen zu lassen. 

Auf $8. 155 wird berichtet, daB es sich mit Hinsicht auf das Tem- 
peraturgleichgewicht empfiehlt, 1 Minute zu warten, bevor man das 
Volumen der evakuierten CO, abliest. Spater hat sich jedoch gezeigt, 
daB die auftretende Volumenabnahme in der Héhe von ungefaéhr 1 emm 
nicht die Folge war von Temperaturabnahme, sondern von einer an- 
fanglich schnelleren CQO,-Absorption der evakuierten  Fliissigkeit. 
Anstatt zu warten, muB man also sofort ablesen. 


1 Diese Zeitschr. 228, 152, 1930. 
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Permeabilititsstudien. 


V. Mitteilung: 
Bestrahltes Ergosterin und anorganischer Serumphosphor. 


Von 
A. Solé, 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik in Greifswald.) 


(Eingegangen am 22. September 1931.) 


Die Hypophosphatamie bei florider Rachitis wird vielfach als das 
Hauptstiick der rachitischen Erkrankung bezeichnet und von der 
Aufklarung ihrer Ursachen ein Verstandnis der Rachitispathogenese 
erwartet. 

Mit der Entdeckung des bestrahlten Ergosterins wurde die Auf- 
fassung noch plausibler, daB es sich beiden Konzentrationsveranderungen 
des anorganischen Serumphosphors wahrend der Erkrankung und bei 
ihrer Heilung nicht lediglich um einen diagnostisch wertvollen, aber 
sekundéiren Vorgang handelt, sondern daB ein normaler Phosphor- 
spiegel die Voraussetzung fiir einen normalen VerknécherungsprozeB 
darstellt. Wertvolle Ergebnisse zu dieser Frage lieferten die Unter- 
suchungen tiber die experimentell erzeugten sogenannten D-Hyper- 
vitaminosen. Wird bestrahltes Ergosterin enteral oder parenteral 
ainem gesunden Tier im Uberschu8 verabreicht, so erfolgt ein Anstieg 
des anorganischen Serumphosphors. Im Zusammenhang damit treten 
verstirkte Ossifikationen, unter Umstainden sogar in den Weichteilen 
auf, wenn eine unnatiirlich hohe Menge bestrahltes Ergosterin langere 
Zeit hindurch verabreicht wird. 

In welcher Weise der Phosphorstoffwechsel bei der Rachitis gestért 
ist, konnte eindeutig noch nicht geklart werden. Es wird an eine mangel- 
hafte Resorption aus dem Darm, an primire, zu Phosphorverlusten 
fiihrende Veradnderungen des Gesamtstoffwechsels und in letzter Zeit 
an die Rolle der Phosphatasen als Ursachen fiir die rachitische Stoff- 
wechselst6rung gedacht. In der vorliegenden Studie wurde der Versuch 
unternommen, die Serumphosphorbewegungen in verschiedenen Kreis- 
laufbezirken von Kaninchen zu verfolgen, die einmal mit einer groben 
Menge bestrahltem Ergosterin intravenés injiziert worden waren, um 
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Anhaltspunkte fiir oder gegen die eine oder die andere der genannten 
Annahmen zu gewinnen. 

Der Versuchsplan war folgender: Gleich schwere, gesunde, er- 
wachsene Kaninchen, die gleich gehalten wurden, sollten mit be- 
strahltem Ergosterin intravenés injiziert und in der Vena portae, Vena 


hepatica und Vena jugularis der anorganische Phosphor des Serums 
bestimmt werden. Nach diesem Vorversuch sollte ceteris paribus 
enteral mit Phosphaten belastet und die Frage zu entscheiden versucht 
werden, ob es unter der Wirkung des bestrahlten Ergosterins zu einer 
erhéhten P-Resorption aus dem Darm kommt und, wenn dieses nicht 
der Fall war, festgestellt werden, in welchem Kreislaufgebiet die 
Phosphorbewegungen bei Kontrollen und Ergosterintieren verschieden 
sind und zur Hyperphosphatamie fiihren. Ebenso wie in den Permeabili- 
tatsstudien. [V. Mitteilung, sollten zur Erklarung der Reaktionen bei 
den vorliegenden Versuchen Verhalten und Nierenausscheidungshéhen 
der Ergosterintiere in den Permeabilitaitsstudien, III. Mitteilung, mit 
herangezogen werden. 
Methodik. 


Den Ergosterintieren wurden 24 Stunden vor dem Versuch 60 ccm iso- 
tonische Traubenzuckerlésung, die 0,2°,, Ergosterin in hochdispersem Zustande 
enthielten, unmittelbar nach der Bestrahlung in einer bekannten Milch- 
bestrahlungsapparatur, injiziert. Herstellung und Bestrahlung des Ergosterin 
sols s. IIT. Mitteilung!. Dort und in der Dissertation von Briola (Greifswald, 
1930) wurde gezeigt, daB die Wirkung des von uns bestrahlten Ergosterins 
eine spezifische ist und sich sowohl von der des unbestrahlten als von der 
des Cholesterins deutlich unterscheidet. Nach der Injektion wurden die 
Tiere noch 4 Stunden lang auf ein Standardfutter gesetzt und ihnen dann 
bis zum Versuchsbeginn (20 Stunden lang) jedwede Nahrung entzogen. 
Injektionen von leeren, gleichgroBen isotonischen Traubenzuckerlésungen 
haben auf den Versuchsausfall, verglichen mit den Kontrollen, keinen 
EinfluB. Die Kontrolltiere, die auf der gleichen Standardkost standen, 
wurden ebenfalls 20 Stunden vor Versuchsbeginn auf Hunger gesetzt. 

In Lokalanadsthesie wurde dann auf der rechten Seite aus der Vena 
jugularis Blut entnommen. Ebenfalls in Lokalanasthesie darauf laparatomiert 
und durch Einfiihrung eines Katheters durch die rechte Vena jugularis 
bis in die Vena hepatica Leberblut entnommen. (Methode s. Beckmann *). 
Sofort und méglichst schnell nach der Leberblutentnahme wurde der 
Katheter zuriickgezogen, so daB nur sein letztes Ende in der Vena jugularis 
verblieb. Danach wurde die Vena portae punktiert. Versuche, bei denen 
nach Punktierung der Pfortader Nachblutungen oder Thrombosen auftraten, 
wurden verworfen. 

Nach diesen Operationen wurde die Bauchhdéhle geschlossen und ver- 
naht und dem Tier mit der Schlundsonde 0,5 g Na,gH PO, pro Kilogramm 
Korpergewicht in 5°,iger wasseriger Lésung zugefiihrt. Das Kaninchen 


Diese Zeitschr. 227, 401, 1930. 
2 Verh. d. Deutsch. Kongr. f. inn. Med., Wiesbaden 1927; Zeitschr. f. 
exper. Med. 59, 66; Deutsch. Arch. f. klin. Med. 160, 164. 
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wurde nun leicht gefesselt auf dem Operationstisch gehalten und vor Aus- 
kiihlung geschiitzt. 1 Stunde nach der Phosphatbelastung wurde neuerdings 
auf die oben beschriebene Weise Blut entnommen, dabei aber die linke 
Vena jugularis benutzt, wahrend die Blutentnahme aus der Vena hepatica 
und Vena portae in der beschriebenen Weise stattfand. 

Die Tiere tiberleben den ganzen Versuch ausgezeichnet, wenn alle 
Operationen glatt und schnell durchgefiihrt werden. Versuche, bei denen 
die Tiere sofort oder kurze Zeit nach Versuchsende starben, wurden ver- 
worfen. 

Die Verarbeitung der verschiedenen Blutportionen fand so statt, daB 
jede Blutprobe die gleiche Zeit (1 Stunde lang) bis zum Zentrifugieren auf 
Eis stehen blieb. Die abgenommene Blutmenge betrug jedesmal 8 cem, so 
daB dem Tiere im Laufe des Versuchs etwa 50 cem Blut entnomumen wurden. 

Der Phosphor wurde im Serum nach der Methode von Emden in der 
Modifikation von Myrbdck und Roche titrimetrisch bestimmt. Es wurden 
immer Doppelbestimmungen ausgefiihrt; der Fehler betrug 1 bis 2°. 


Die Tabelle I zeigt die Serumphosphorkonzentrationen bei Kon- 
trollen und Ergosterintieren nach 20stiindigem Hunger. 
Phosphorwerte in den verschiedenen vendésen Gebieten normaler und mit 

Ergosterin injizierter Kaninchen. 


Ergosterintiere. 





Tier Nr.: 23 71 5 76 15 72 491 

Vena portae, P in mg-°/y 9,22 6,53 | 11,91 | 11,02 832 9,96 | 8,00 
» hepatica, P in mg-%, 840 498 11,10 1044 7,75 9,96 7,34 
.  jugularis, P in mg-°/, 8,73 5,96 12,24 11,02 7,92 963 7,83 


Kontrolltiere. 





Tier Nr.: 34 37 39 40 43 29 28 

Vena portae, P in mg-°/9 4,32 3,51 4,16 5.08 5,39 3,75 6,53 
» hepatica, P in mg-°) 4,16 4,08 359 4,00 514 343 | 6,12 
» jugularis, P in mg-°/p || 449 294 310 343 38,92 3,26 4,49 


Mittelwerte. 





Ergosterinticre | Kontrolltiere 


Vena portae, P in mg-°/y . . 9,28 4,67 
» hepatica, P in mg-°) . . 8.56 4,36 
»  jJugularis, P in mg-%). . 9,04 3,66 


In allen Kreislaufgebieten ist der Serumgehalt an anorganischem P 
bei den Ergosterintieren héher als bei den Kontrollen. 


Zwischen den injizierten Ergosterinmengen und der Héhe des Phosphor- 
anstiegs konnte eine strenge Proportionalitat nicht aufgefunden werden. 
Im allgemeinen steigt aber der P-Wert ceteris paribus mit der Ergosterin- 
dosis an. 
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Bei den Kontrollen sind die Jugulariswerte in sechs von sieben 
Fallen niedriger als die der Porta und der Hepatica. Es findet ein 
stetiger Konzentrationsabfall von der Porta zur Jugularis statt. Bei 
den Ergosterintieren ist ebenso wie bei den Kontrollen ein Absinken 
der P-Konzentrationen von der Porta zur Hepatica zu beobachten, 
in sechs von sieben Fallen findet aber ein Wiederanstieg der P-Kon- 
zentrationen im groBen Kreislauf statt. Der Konzentrationsabfall 
innerhalb des vendsen Leberkreislaufs ist den hungernden Kontroll- 
and Lipoidtieren gemeinsam — er wurde in 12 von 14 Versuchen fest- 
gestellt —, und offensichtlich auf eine Verteilung des der Leber durch 
die Vena portae und Arteria hepatica zuflieBenden Phosphors auf die 
drei LeberabfluBwege: Blut-, Lymph- und Gallenbahnen zuriick- 
zufithren. Als auffallendster Unterschied zwischen Kontrollen und Lipoid- 
tieren ist als Ergosterinwirkung neben der schon bekannten H yper phos phat- 
dimie der Anstieg der P-Konzentrationen im groBen Kreislauf im Gegensatz 
zu dem P-Sturz bei den Kontrollen zu beobachten. 

Es gelang in acht einwandfreien Versuchen bei je vier Kontrollen 
und Ergosterintieren, Serumphosphorbestimmungen vor und nach 
enteralen Phosphatbelastungen durchzufiihren. Mit diesen enteralen 
Phosphatbelastungen sollte gepriift werden, ob das im Vorversuch 
aufgefundene Verhalten des Serum-P in den verschiedenen vendsen 
Kreislaufgebieten erhalten bleibt und ob, ebenso wie dort, Konzentra- 
tionsdifferenzen in anderen Kreislaufgebieten oder schon in der Vena 
portae auftretende, die als Ausdruck verschieden hoher P-Resorptionen 
aus dem Darm aufgefaBt werden miiBten, als Ursachen der bei den 
Ergosterintieren beobachteten Hyperphosphatémien in Frage kommen. 


Ergosterintiere. 





Tier Nr.: 15 76 25 491 
1 Std. 


1 Std. Vor 1 Std. Vor 
nach 


nach nach 


, 1 Std. ae. 
nach Vor 


P-Belastang P-Belastung P-Belastung P-Belastung 








Vena portae, P in mg-°/, 8,32 13,38 11,92 12,65 11,91 14,69 800 13,30 
» hepatica, Pinmg-°), 7,75 12,24 10,44 12,57 11,10 13,71 7,34 18,22 
» jugularis,Pinmg-°, 7,92 10,69 11,92 12,65 12,24 1346 7.83 12.65 
Kontrolltiere. 
Tier Nr.: 34 37 39 43 
aa “ 11 Sta. , 1 Std. h y | 1 Std. r4 1 Std. 
Vor nach Vor nach Vor nach Vor nach 





P-Belastung P-Belastung P-Belastung 


Vena portae, P in mg-°/) 4,32 10,93 3,51 849! 4,16 7,02) 5,39 12,16 
» hepatica, Pinmg-°/, 4,16 7,34 4,98 7.92 | 3,59 636 5,14 12,16 
jugularis, Pin mg-°9 449 5,79 2,94 555 310 441 3,92 7,34 
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Mittelwerte. 





Ergosterintiere Kontrolltiere 


| oe: 1 Std 

Vor nach Vor nach 

P-Belastung P-Belastung 

Vena portae, P in mg-°» . . | 9,81 | 183,50) 4,384 9,62 
hepatica, P in mg-"), . . 9,15 12.93 4,24 844 

»  jugularis, P in mg-°9. . 9,75 12,36 3,61 5,77 


Bei den Ergosterintieren sowohl als bei den Kontrollen findet in 
der Vena portae ein deutlicher Anstieg der P-Konzentrationen iiber 
den Ausgangswert hinaus statt. Der Konzentrationsanstieg bis zu 
1 Stunde nach der Belastung tibertrifft bei den Ergosterintieren in 
keiner Weise den der Kontrollen. Er bleibt vielmehr im allgemeinen 
dahinter zuriick. DaB also unter der Wirkung des bestrahlten Ergosterins 
eine verstirkte P-Resorption aus dem Darm stattfindet, erscheint uns 
auf Grund dieses Befundes zusammen mit den im Vorversuch beob- 
achteten P-Werten nach 20stiindigem Hunger als wenig wahrscheinlich. 
Damit ware aber auch die Annahme abzulehnen, daB die Hypophosphat- 
amie bei der menschlichen Rachitis auf eine verschlechterte P-Resorption 
zuriickzufiihren ist. 

Vergleicht man die Phosphorkonzentrationen in den verschiedenen 
venosen Kreislaufgebieten nach enteralen P-Belastungen in der gleichen 
Weise wie das im Vorversuch geschah, so zeigt sich folgendes: 

Bei den Kontrollen sinkt die Phosphorkonzentration von der 
Pfortader zur Hepatica und von dieser zur Jugularis michtig ab, und 
zwar findet ein ganz betrachtlicher Phosphorsturz von der Hepatica 
zur Jugularis statt. Bei den Lipoidtieren ist auch ein Konzentrations- 
abfall von der Portae zur Hepatica und zur Jugularis zu beobachten, 
er ist aber wesentlich geringer. Vor allem bleibt ein Phosphorsturz 
zwischen Hepatica und Jugularis in dem Umfange, wie er bei den 
Kontrollen beobachtet wurde, aus. 

Wenn man in den beiden Versuchsgruppen nicht die absoluten 
Konzentrationen, sondern die Konzentrationsanstiege tiber die jeweiligen 
Ausgangswerte der verschiedenen Kreislaufgebiete hinaus beobachtet, 
ergibt sich das gleiche Bild. 

Der P-Anstieg iiber den jeweiligen Ausgangswert betrigt bei den 
Ergosterintieren: Vena portae + 3,6 mg-°,, Hepatica — 3,8 mg-%5, 
Jugularis + 3,61 mg-°,,: bei den Kontrollen: Vena portae + 5,3 mg-°,, 
Hepatica + 4,2 mg-°%, Jugularis + 2,2 mg-°,. 


Bei den Lipoidtieren bleibt der in der Vena portae eingetretene Kon- 
zentrationsanstieg, der an sich unter dem der Kontrollen liegt, erhalten, 
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uvihrend er bei den Kontrollen im vendsen Leberkreislauf sowohl als im 
gropen wieder verloren geht. 

Nach den enteralen P-Belastungen verhalten sich also die Serum- 
P-Konzentrationen bei den Kontrollen in den verschiedenen Kreislauf- 
gebieten ebenso wie im Vorversuch. Die Unterschiede sind aber jetzt 
deutlicher als dort. Bei den Lipoidtieren bleibt nach den Phosphat- 
belastungen der nach 20stiindigem Hunger beobachtete P-Absturz 
in der Leber bestehen, es fallt aber der Wiederanstieg im groBen Kreis- 
lauf aus. 

Beim Vergleich der Porta- und Jugulariswerte zeigt sich in beiden 
Versuchsgruppen aber prinzipiell das gleiche Bild wie im Vorversuch: 

Die P-Konzentrationen im groBen Kreislauf liegen bei den Lipoid- 
tieren hoch und den Portawerten nahe, bei den Kontrollen tief unter 
ihnen. Auch nach Phosphatfiitterungen sind es also nicht in der Vena 
portae zustandekommende Konzentrationsdifferenzen, die bei den Ergosterin- 
tieren zur Hyperphosphatamie fiihren — es liegen also keine Resorptions- 
differenzen vor, denn der Anstiegswert war bei den Lipoidtieren sogar 
geringer —, sondern Differenzen der Phosphorbewegungen in anderen 
Kreislaufgebieten. 

Als Ursache fiir diese jenseits der Vena portae entstehenden Hyper- 
phosphatémien kommen verschiedene Moéglichkeiten in Frage, mit 
deren Diskussion, Bestaétigung oder Ablehnung Streiflichter auf die 
Pathogenese des Negativs der vorliegenden Versuchsordnung, von 
Ergosterinmangelzustiinden, wie die menschliche Rachitis, fallen. Es 
ist méglich: 

1. DaB der bei den Ergosterintieren nach 20stiindigem Hunger 
beobachtete Wiederanstieg des anorganischen Serum-P im groBen 
Kreislauf und das Ausbleiben des P-Absturzes nach enteralen Phosphat- 
belastungen im gleichen Kreislaufgebiet darauf zuriickzufiihren ist, 
daB die Kontrollen leichter Phosphor durch Niere oder Darm aus- 
scheiden. Die Urin-P-Ausscheidung war bei den Kontrolltieren in der 
III. Mitteilung aber nicht gréBer, sondern kleiner als bei den Ergosterin- 
tieren. In dem damaligen Versuch wurde die Menge des Kotphosphors 
nicht mitbestimmt. Es ist daher méglich, daB trotz der Mehr- 
ausscheidung durch die Nieren die Gesamt-P-Ausfuhr bei den Lipoid- 
tieren geringer war als bei den Kontrollen, weil der Darm den Haupt- 
ausscheidungsweg fiir P darstellt. 

2. Angesichts des Wiederanstiegs der P-Konzentrationen im groBen 
Kreislauf nach 20stiindigem Hungern kénnte daran gedacht werden, 
daB anorganischer P aus einer endogenen Queile mobilisiert und ins 
Blut ausgeschiittet wird und daB teils die Niere (erhéhte Ausscheidung 
III. Mitteilung), teils das Skelett (erhéhte Verknécherung) als Regula- 
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tionsventile zur Aufrechterhaltung der konstanten Blut-P-Konzentration 
wirken. 

3. Es kann daran gedacht werden, daB es je nach dem Fehlen oder 
der Gegenwart von bestrahltem Ergosterin trotz einer in beiden Fallen 
gleich groBen P-Resorption zu verschiedenen, zu Hypo- oder Hyper- 
phosphatamien fiihrenden — inneren Phosphorkreislaufbewegungen 
kommt. Am naheliegendsten ist es, auf Grund der verschiedenen P-Be- 
wegungen nach enteralen Phosphatbelastungen wahrend der Leber- 
passage, an dieses Organ zu denken. 


Geht man von der Voraussetzung aus, die auf Grund der Befunde nach 
20stiindigem Hunger und nach enteralen Phosphatbelastungen am SchluB 
einer gleich langen Hungerperiode gegeben zu sein scheint, daB die P-Re- 
sorption aus dem Darm ceteris paribus mit Ergosterin nicht gréBer ist, so 
scheinen die unter der Wirkung des Lipoids in der III. Mitteilung 
10 Stunden nach der Ergosterininjektion und 5 Stunden nach der letzten 
Mahlzeit und die 30.Stunden nach Versuchsbeginn und Jd5stiindigem 
Hungern beobachteten Hyperphosphatamien in Anbetracht der mehr- 
fachen Sicherungen, mit denen der Organismus seine Blutisionie aufrecht 
zu erhalten bestrebt ist. am einfachsten damit erklarbar, da8 es zur Ab- 
dichtung eines Hauptphosphorventils gekommen ist. Es kann sich dabei 
von vornherein sowohl um ein Phosphor speicherndes als ausscheidendes 
Organ handeln. Die erste Méglichkeit erscheint bei einem Pharmakon, 
das zur verstarkten Ossifikation des Skeletts und unter Umstanden sogar 
der Weichteile fiihrt, als unwahrscheinlich, so daB vor allem an die Méglich- 
keit der Abdichtung eines Hauptausscheidungsorgans fiir Phosphor gedacht 
werden muB. In diesem SchluB8 ist allerdings die wohl sicher zuldssige 
Voraussetzung enthalten, daB der Titer eines diffusiblen Stoffes, wie des 
anorganischen P im Blute, der Ausdruck eines dynamischen Gleichgewichts 
zwischen dem Gehalt der Gewebe an anorganischem Phosphor und der 
Hohe der Ausscheidungsschwellen fiir diesen Stoff in dieser Form ist. 
Unter der Voraussetzung einer gleich hohen P-Resorption bei Ergosterin- 
tieren und Kontrollen kann es dann zu Hyperphosphatamien nach so 
langen Hungerzeiten nur so kommen, daB die Ausscheidungsschwelle steigt 
und P in die Gewebe zuriickgestaut wird. Mit der Annahme einer primaren 
Aviditatssteigerung der Gesamtheit der Gewebe oder des Skeletts allein 
gegeniiber anorganischem P ist fiir die Erklarung einer Hyperphosphatamie 
nicht auszukommen, weil eine unveranderte Ausscheidungsschwelle die 
Blutisionie rasch wieder herstellen wiirde, wie parenterale Elektrolyt- 
belastungen lehren. 

Die P-Ausscheidungen durch die Nieren waren in der IIL. Mitteilung 
unter der Wirkung des Ergosterins schon nach 10 Stunden, noch mehr 
nach 30 Stunden erhéht. Der Umfang der Urin-P-Ausscheidung und die 
P-Anstiegshéhen im Serum gingen dabei parallel. Die Abdichtung miiBte 
also an der Darmwand eingetreten sein. Auf Grund der in der ITI. Mitteilung 
beobachteten Erscheinungen miiBte an eine primaire Wirkung des bestrahlten 
Ergosterins auf die Darmwand gedacht werden, weil von einer Umstimmung 
des Gesamtstoffwechsels und ibren Folgen,. einer Veranderung der aktuellen 
Blutreaktion oder einer Beanspruchung der Blut puffer, die ja beim Negativ 
der hier studierten Erscheinungen. der menschlichen Rachitis, fiir die 
Hypophosphataémie verantwortlich gemacht werden, keine Rede sein 








356 A. Solé: 


konnte. 30 Stunden nach der Lipoidbelastung und 15stiindigem Hunger 
auf der Héhe der Hyperphosphatamie war die Alkalireserve bei Ergo- 
sterintieren und Kontrollen gleich (Sattigung des Blutes bei 38° und einer 
Kohlensiurespannung von 40mm Hg). 

Fiir das Negativ der vorliegenden Versuchsanordnung, fiir Zustéande 
von Ergosterinmangel wie die menschliche Spontanrachitis, wiirde das 
heiBen wiederum unter der Voraussetzung, daf die P-Resorption aus 
dem Darm durch Ergosterin nicht beeinfluBt wird —, daB es wegen des 
Ergosterinmangels zu einer abnormen Durchlassigkeit der Darmwand 
fiir Phosphor und deswegen zum Ausbleiben der Skelettmineralisation 
kommt. Geht man von der Annahme aus, daB eine verschlechterte P-Re- 
sorption zur Spontanrachitis fiihrt die hohen Phosphorausscheidungen 
mit dem Stuhl sind ja in diesem Sinne interpretiert worden -, so ist die 
rachitische Hypophosphatimie als Ausdruck eines dynamischen Gleich- 
gewichts in dem phosphorarmen System Gewebe— Blut —Parenchym der 
Ausscheidungsorgane erklirbar. Wird aber von der Voraussetzung einer 
gleich guten P-Resorption beim Normalen und Rachitiker ausgegangen 
und die in der Literatur haufig vertretene Annahme gemacht, daB es wegen 
des Ergosterinmangels primar zu einer Abdichtung der Weichteile oder 
des Skeletts fiir Phosphor kommt, so miiBte es mit der Ausschaltung oder 
Beeintrachtigung eines dieser Hauptaufnahmeorgane fiir Phosphor bei 
einem normalen P-Angebot und einer normalen P-Ausscheidungsschwelle 
besonders leicht zu. St6rungen in der Aufrechterhaltung der Blutisionie 
und zwar nicht im Sinne von Hypo-, sondern von Hyperphosphatamien, 
kommen. 


Mit der Feststellung, daB bei der menschlichen Spontanrachitis abnorm 
grobe Mengen Phosphor durch den Darm ausgeschieden werden, scheint 
man offene Tiiren einzurennen. Unsere Befunde brachten aber einen 
wichtigen Beitrag fiir diese Erscheinung, und zwar eine sehr hohe Wahr- 
scheinlichkeit fiir die Annahme, daB es sich dabei nicht um Resorptions-, 
sondern um Ausscheidungsverluste handelt. Der Angriffsort der rachitischen 
Noxe wird von den Autoren, die eine Resorptionsstérung als Ursache der 
menschlichen Spontanrachitis ebenso wie wir ablehnen, in der Regel im 
iibergeordneten Gewebe gesucht und die Ursache fiir die P-Verluste in 
einer primaren Stérung des Gesamtstoffwechsels im Sinne einer spezifischen 
Azidose erblickt, obwohl zugegeben werden muB, daB es auch bei wachsenden 
Individuen azidotische Zustiinde ohne Rachitis und Rachitis ohne Azidose 
gibt. Bei unseren Versuchen iiber das Negativ der Rachitis, das Ergosterin- 
iiberangebot, traten dagegen Hyperphosphatimien und -kalzéimien ohne 
Anderung oder auch nur eine Beanspruchung der Blutpuffer auf. Sie 
imponierten als primaire Erscheinungen und lieBen eine direkte Wirkung 
des Lipoids auf das Hauptausscheidungsorgan fiir Phosphor, die Darm- 
wand, als sehr naheliegend erscheinen. Im Zusammenhang mit unseren 
Versuchsergebnissen erscheint es zum mindesten erlaubt, die Frage 
zu erheben, ob es etwa bei der menschlichen Rachitis infolge des 
Ergosterinmangels primar zu einer Senkung der Phosphorausscheidungs- 
schwelle im Darm und davon ausgehend zur rachitischen Stoffwechsel- 
erkrankung kommt. Da auch sonst Beziehungen zwischen Ca-, P- 
und Mg- und _ Lipoidausscheidungen bestehen der Enddarm ist 
Ausscheidungsorgan fiir beide Stoffklassen -, wurden Untersuchungen 
iiber eventuelle Beziehungen zwischen diesen Faktoren in Angriff ge- 


nommen. 
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Denkt man an die Méglichkeit 2., an eine durch das Lipoid bervor- 
gerufene P-Mobilisierung und Ausschiittung von anorganischem Phosphor 
aus den Weichteilen ins Blut, wie sie sich aus dem Wiederanstieg der P-Kon- 
zentration im groBen Kreislauf nach 20stitindigem Hunger zu ergeben scheint, 
und macht man den Umfang eines solchen inneren Phosphorkreislaufs fiir die 
im vorliegenden Falle beobachtete Hyperphosphatamie nach dem hohen 
Ergosterinangebot verantwortlich und fiihrt eine Isophosphatamie auf 
ein normales und eine Hypophosphatimie auf ein Unterangebot von Ergo- 
sterin zuriick, so kénnte im vorliegenden kurzfristigen Versuch die Hyper- 
phosphatamie damit erklirt werden, daB die P-Ausschiittung wegen der 
hohen Ergosterinmengen eine so umfangreiche war, daB sie bei einer Normal- 
kapazitat der Aufnahme- und Ausscheidungsorgane fiir Phosphor nicht 
soweit bewaltigt werden konnte, daB die Isionie des Blutes erhalten blieb. 
Wollte man bei der langdauernden menschlichen Rachitis die Hypophosphat - 
amie auf das Ausbleiben einer solchen Ausschiittung von anorganischem 
Phosphor aus den Weichteilen ins Blut zuriickfiihren (am naheliegendsten 
ware an ein Versagen der Phosphatasenwirkung zu denken), so miibte 
unter der Voraussetzung einer gleich groBen P-Resorption wie beim 
Normalen und einer normal hohen Ausscheidungsschwelle fiir anorganischen 
P postuliert werden, daB die Weichteile des Rachitikers entweder abnorm 
reich an organischem Phosphor sind oder da die bekannte Phosphormehr- 
ausscheidung durch den Darm nicht in anorganischer Bindung geschieht. 
Beide Folgerungen werden aber bekanntlich nicht realisiert. 


Wurde am Ende einer 20stiindigen Hungerperiode enteral mit Phosphat 
belastet und beobachtet, wieviel von dem in der Pfortader tiber den Ausgangs- 
wert hinaus angestiegenen Phosphor bei der Leberpassage und im groben 
Kreislauf erhalten blieb (Méglichkeit 3), so zeigte sich an dem Verhalten 
der absoluten Konzentrationen sowohl als den Differenzen zwischen Aus- 
gangs- und Endwerten, daB bei den Lipoidtieren der in der Pfortader 
erreichte P-Anstieg bei der Leberpassage nicht verloren ging, wahrend bei 
den Kontrollen ein Konzentrationsabfall eintrat. 


In der Leber als Regulationsorgan kommt es je nach der allgemeinen 
Stoffwechsellage oder den lokalen Bedingungen im Lebergewebe zu einer 
bestimmten Verteilung der ihr durch die Pfortader und die Arteria hepatica 
zuflieBenden Stoffe auf die ableitenden Blut-, Lymph- und Gallenbahnen 
(s. Beckmann'!, Dahmlos*). Sinkt innerhalb des Leberkreislaufs die P-Kon- 
zentration ab, wie das bei den Kontrollen beobachtet wurde, so ist es in 
einem kurzfristigen Versuch wie dem vorliegenden modglich, da®B der im 
Hepaticaserum fehlende P-Betrag auf dem Lymphwege abtransportiert 
oder durch die Gallenwege ausgeschieden und im letzteren Falle zundachst 
wieder aus dem Stoffkreislauf des Organismus herausgenommen wiirde. 
MOéglich ist aber auch, daB innerhalb des Leberkreislaufs ein scheinbares 
P-Defizit dadurch zustande kommt, da8B die Leber ihr zuflieBenden an 
organischen P in organischer Bindung ans Blut abgibt und die veranderte 
Bindung eine P-Retention oder Umschaltung vortéuscht. SchlieBlich ist 
natiirlich auch méglich, daB der anorganische Phosphor im Lebergewebe 
retiniert wird. Fiir eine langdauernde Erkrankung wie die imenschliche 
Rachitis kormmen von diesen Méglichkeiten als Ursache der Hypophosphat- 


lie. 
2 Diese Zeitschr. 242, 88, 1931. 
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amie entweder eine Wiederausscheidung des Phosphors auf dem Callenwege 
in den Darm und eine ausbleibende Wiederresorption oder eine veranderte 
Bindung des der Leber zuflieBenden anorganischen Phosphors in Frage. 


Wegen der Riickschliisse, die sich aus diesen Uberlegungen auf 
die Pathogenese des Negativs unserer Versuchsanordnung, der mensch- 
lichen Rachitis, ergeben, sollte nun versucht werden, unsere Haupt- 
ergebnisse méglichst noch mit einer zweiten Methode zu_bestitigen 
oder zu entkraften. Es wurde daher nochmals die Frage untersucht, 
ob Ergosterin die P-Resorption aus dem Darm beeinfluBt und ob die 
Hyperphosphatamien der Ergosterintiere auf eine erhdhte P-Resorption 
zuruckzufihren sind. Ist das nicht der Fall, stammt die Hyperphosphat- 
amie, wie das auf Grund der berichteten Versuche als sehr wahrscheinlich 
erschien, aus anderen Quellen, so muBten auch phosphorfrei erndhrte 
Tiere auf die Zufuhr von bestrahltem Ergosterin mit einem P-Anstieg 
im Blute antworten. Eine solche Hyperphosphatamie brauchte, um 
als Beweis zu dienen, nicht eine so hohe zu sein, wie bei normal ernahrten 
Tieren, weil bei phosphorfreier Ernahrung oder bei langerem Hunger 
mit einer Verarmung des Organismus an Phosphor zu rechnen ist. 


Methodik. 


Sechs Kaninchen wurden 5 Tage lang phosphorfrei ernahrt. Wahrend 
dieser Zeit bekamen sie zweimal taglich mit der Schlundsonde je 50 ccm 
einer 25°,igen Traubenzuckerlésung. Die Tiere vertrugen diese Ernéhrung 
recht gut und biiBten kaum an Gewicht ein. Fiinf Kontrollen bekamen 
wihrend der gleichen Zeit unsere Standardkost. Am vierten Tage der 
phosphorfreien Ernaihrung wurde den Tieren und ihren Kontrollen Blut 
aus der Vena jugularis zur Phosphorbestimmung entnommen. Dann wurden 
alle elf Tiere mit je 60 cem isotonischer Traubenzuckerlésung intravenés 
injiziert, die 0,2°, hochdisperses, bestrahltes Ergosterin enthielt. Die 
Kontrollen wurden dann noch 4 Stunden lang gefiittert und hungerten 
dann bis zur Wiederentnehme von Blut aus der Jugularis 20 Stunden. 
Zwei andere Kontrolltiere, die auf der gleichen Standardkost standen, wie 
die andere Kontrollgruppe, wurden nicht mit Ergosterin injiziert. Es 
wurde bei ihnen lediglich am vierten Versuchstage und darauf nach 20stiin- 
digem Hunger Blut fiir die Phosphoranalysen entnommen. 


Verhalten des Serum-P bei normalen und bei phosphorfrei ernahrten 
Kaninchen mit und ohne Zufuhr von bestrahltem Ergosterin. 


Phosphorfrei ernéhrte Tiere. 





Tier Nr.: 184 147 138 187 198 199 


Phosphor in mg-"/o in der Vena jugularis 


vor Vitamin D-Zufuhr . . .... 547 2,45 286 4,57 343 2,86 
Phosphor in mg-°/p in der Vena jugularis 

24Std. nach Vitamin D-Zufuhr . . 6,61 5,22 7,51 6,69 4,57 2,86 
Phosphorzunahme in mg-°) . . . . . 114 2.77 465 212 1,14 a 
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Normal ernaéhrte Kontrollen. 





Tier Nr.: 155 150 491 135 106 


Phosphor in mg-®/, in der Vena jugularis 


vor Vitamin D-Zufuhr. . . . ats 2.37 4.65 3,59 3,84 2,77 
Phosphor in mg-®/y in der Vena jugularis 

24 Std. nach Vitamin D-Zufuhr. . . 5,63 = 10,04 7,83 6,85 4.65 
Phosphorzunahme in mg-" 9 oer ee 3,26 5,39 4,24 3,01 1,85 


Normal ernahrte Kontrollen ohne Ergosterinzufuhr. 





Tier Nr.: 139 140 


Phosphor in mg-®°/, im Versuchs- 


beginn . . . ee 6,77 3,75 
Phosphor in mg-"/y in der Vena 

jugularis 24 Std. spiter . . . 6,28 4,08 
Phosphordifferenz in mg-°/y . . | — 0,49 +- 0,33 


Die Versuche zeigen, da bei phosphorfrei und normal ernahrten 
Tieren nach intravenésen Injektionen von bestrahltem Ergosterin 
eine Steigerung der Serumphosphorkonzentration eintritt, wahrend 
eine solche, wie das zu erwarten war, bei den nicht mit Ergosterin 
injizierten Kontrollen ausblieb. 

Vergleicht man die AnstiegshOhen des Serumphosphors bei 
den phosphorfrei ernahrten Tieren mit denen der Kontrollen, so zeigt 
sich, daB bei den phosphorfrei ernihrten Tieren in fiinf von sechs Fallen 
der Serum-P anstieg, in zwei Fallen die Steigerung gleich groB war wie 
bei den normal ernabrten Tieren, in der Mehrzahl der Fille aber dahinter 
zuriickblieb. Die Tatsache des Phosphoranstiegs nach fiinftagiger phosphor- 
freier Erndhrung iiberhaupt stiitzt aber den schon weiter oben gezogenen 
SchluB, dap es nicht Resorptionsdifferenzen sind, die als Ursache fiir dic 
Hyperphosphatimie der Ergosterintiere in Frage kommen. 

Es sollte auch die Beobachtung, daB es bei den Kontrollen nach 
enteralen P-Belastungen zu einem P-Absturz wahrend der Leber- 
passage kommt, bei den Ergosterintieren aber nicht, mit einer zweiten 
Methode zu bestatigen versucht werden. Zu diesem Zwecke wurde die 
Leber mit Ergosterin injizierter Kaninchen und ihrer Kontrollen direkt 
von der Vena portae aus am lebenden Tiere mit Phosphor belastet und 
in verschiedenen Zeitabstinden der Phosphorgehalt des Hepatica- 
blutes bestimmt. 

Methodik. 


In Lokalaniisthesie wurden die Tiere laparatomiert. Zuerst wurde, 
wie das schon bei enteralen Phosphorbelastungen beschrieben wurde, 
durch die Vena jugularis ein Katheter bis in die Vena hepatica eingefiihrt 
und Blut entnommen (Blutmenge wie oben). Sodann wurden in die Vena 
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portae 20ccm einer 1,84° igen NaH,PO,-Lésung injiziert. 10, 30 und 
50 Minuten nach der Injektion wurde dann Blut aus der Hepatica ent- 
nommen und die Phosphorkonzentration bestimmt. Die Versuche wurden 
an sieben Tieren durchgefiihrt, von denen zwei wie oben beschrieben mit 
bestrahltem Ergosterin vorbehandelt waren, eines aber statt der intra- 
venésen Ergosterininjektion 15 ccm einer 1° igen Vigantollésung per os 
bekommen hatte. Die anderen vier Tiere dienten als Kontrollen. 


20 cem 1,84° ig. NaH,PO, in die Vena portae. P-Konzentrationen in 
die Vena hepatica. 





Ausgangswert Nach 10 Min. Nach 30 Min. Nach 50 Min. 


mg-° 5 mg-° 5 mg-°/5 mg-° 9 


Kontrollen. 


3.0 15,3 11,5 11,2 
6.9 26,6 22,0 25,5 
By | 20,3 13,4 18.2 
5,7 29,4 20,2 21,7 
Durchschnittswert : 
4,3 22.9 16.8 19,1 
Ergosterintiere. 

11,7 37.6 33,2 37,6 
9.1 29.2 26.9 29,8 
10.9 33,0 26,1 28,7 
Durchschnittswert : 

10.3 33,3 28,7 32,0 


Die Tabelle zeigt folgendes: 


1. Die Anfangswerte der Ergosterintiere liegen héher als die der 
Kontrollen. 

2. Trotz der héheren Anfangswerte sind nach der Leberpassage 
sowohl der Anstieg der Phosphorkonzentration tiber den Ausgangs- 
titer hinaus als die absoluten Werte bei den Ergosterintieren nach 
10, 30 und 50 Minuten héher als bei den Kontrollen. 

Was schon aus den Zahlen der Tabelle II nach enteraler Phosphat- 
belastung sichtbar war, dap bei den Ergosterintieren im vendsen Leber- 
kreislauf ein geringerer Abfall der P-Konzentrationen stattfindet, wird 
also durch die parenterale Phosphatbelastung bestdtigt. Unter der Wirkung 
des Ergosterins gelangt von dem der Leber durch die Pfortader zuflieBenden 
anorganischen Phosphor mehr in das Blut des grofen Kreislaufs als bei 
den Kontrollen. Uber das Schicksal des im venésen Leberkreislauf bei 
den Kontrollen verschwundenen Phosphors kénnen nahere Angaben 
zunichst nicht gemacht werden. DaB sich aber der beschriebene Unter- 
schied als ein Faktor fiir die Entstehung der Hyperphosphatamie bei 
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den Ergosterintieren auswirkt und die weiter oben erérterte Méglichkeit 3 
de facto besteht, leuchtet ein. 


Ebenso wie in dem gerade beschriebenen Versuch, die bei enteralen 
P-Belastungen beobachtete Erscheinung, daB unter der Wirkung des 
Ergosterins ein bei den Kontrollen auftretender P-Sturz wahrend der 
Leberpassage ausblieb, mit parenteralen P-Belastungen des venésen 
Leberkreislaufs nachgepriift und bestatigt wurde, sollte untersucht 
werden, ob ceteris paribus nach direkten P-Injektionen in den groBen 
Kreislauf bei den Ergosterintieren mehr P in der Blutbahn bleibt als 
bei den Kontrollen. 


Nach 20stiindigem Hunger hatten mit und ohne enterale P-Belastung 
bei den Lipoidtieren die P-Werte des groBen Kreislaufs denen der Vena 
portae viel naher gelegen als die der Kontrollen. Diese Erscheinung war so 
zustande gekommen, da8 unter der Wirkung des Ergosterins ein Wieder 
anstieg der P-Konzentration im groBen Kreislauf und bei den Kontrollen 
ein weiterer P-Sturz eintrat. Nach enteralen P-Belastungen am Ende 
einer gleichlangen Hungerzeit waren die den Portawerten naheliegenden 
P-Konzentrationen im groBen Kreislauf der Ergosterintiere dadurch ent- 
standen, daB wihrend der Leberpassage und im groBen Kreislauf P-Stiirze 
in dem Umfange, wie sie bei den Kontrollen beobachtet wurden, ausblieben. 

Von den weiter oben erérterten drei Méglichkeiten fiir die Hyper- 
phosphatimie der Lipoidtiere konnte die Méglichkeit 3 durch die Beob- 
achtung der Vorgiange im venésen Leberkreislauf nach enteraler und par- 
enteraler P-Belastung als reeller, hyperphosphatamisierender Faktor er- 
wiesen werden. Als Ursache fiir den Wiederanstieg der P-Konzentration 
im groBen Kreislauf nach 20stiindigem Hunger und das Ausbleiben des 
P-Abfalles nach enteralen P-Belastungen im gleichen Kreislaufgebiet der 
Lipoidtiere war als Méglichkeit 1 erértert worden, das es bei dem bekannten 
Bestreben des Organismus, seine Blutisionie durch mehrfache Sicherungs- 
vorrichtungen aufrecht zu erhalten, unter der Wirkung des Ergosterins 
zur Abdichtung eines P-Hauptventils gekommen sei. Prinzipiell war die 
Frage zunachst als offen bezeichnet worden, ob die Abdichtung an einem 
P-Aufnahme- oder Ausscheidungsorgan eingetreten sei, weil es in beiden 
Fallen bei normalem P-Angebot zur Hyperphosphatamie kommen miiBte. 
Auf Grund der allgemeinen Beobachtung, daB Ergosterin eine verstirkte 
Ossifikation des Skeletts und unter Umstinden sogar der Weichteile 
herbeifiihrt, war die Abdichtung von P-Aufnahmeorganen als unwahrschein- 
lich abgelehnt und wegen der in der III. Mitteilung beobachteten P-Mehr- 
ausscheidung durch die Niere bei den Ergosterintieren an eine primiére 
Abdichtung der Darmwand gedacht worden. Diese Méglichkeit erschien 
auch aus dem Grunde als naheliegend, weil die Hyperphosphataimien der 
Ergosterintiere schon 10 bis 30 Stunden nach der Lipoidinjektion auf- 
traten, die Blutpuffer in keiner Weise beansprucht wurden von einer 
Anderung der aktuellen Blutreaktion ganz zu schweigen —, und nicht als 
Folge von Stoffwechseliinderungen in iibergeordneten Geweben und als 
Ende einer langen Reihe, sondern als ihr Anfang imponierten. Bei dem 
Negativ der vorliegenden Versuchsanordnung, der menschlichen Spontan- 
rachitis, wird bekanntlich diese Annahme fiir das Entstehen der Hypo- 
phosphatimie gemacht. 


Biochemische Zeitschrift Band 242. 94 
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Durch direkte Belastung des groBen Kreislaufs sollte nun geprift 
werden, ob auch parenteral injizierter P bei den Lipoidtieren schwerer 
aus dem groBen Kreislauf verschwindet als bei den Kontrollen. War 
das der Fall, so konnte unseres Erachtens mit Recht argumentiert 
werden, daB eine Abdichtung von Skelett und Weichteilen bei einem 
die Ossifikation férdernden Pharmakon nicht in Frage kommt und auf 
Grund der 36stiindigen Beobachtungen der Ergosterintiere in der 
III. Mitteilung die Ursache fiir eine eventuell entstehende Hyper- 
phosphatimie in Veranderungen der P-Ausscheidungsorgane zu 
suchen sei. 

Methodik. 

Injektion von 60 ccm etwa 0,2°, bestrahltem Ergosterin in die Ohr- 
vene. 20stiindiger Hunger. Blutentnahme aus der Carotis zur Bestimmung 
des P-Ausgangswertes. Injektion von 20 cem 1,84°,ig. NaH,PO, in die 
Ohrvene und Blutentnahme aus der Carotis 10, 30 bis 50 Minuten danach. 


20 cem 1,84°% ig. NaH,PO, in die Ohrvene. P-Konzentrationen in der 
Carotis. 





Ausgangswert Nach 10 Min. Nach 30 Min. Nach 50 Min. 
mg-/o mg-°'9 mg-°/ 5 mg-9/ 
Kontrollen. 
4,0 15,0 14,0 13,0 
6,5 17,0 13,5 13,0 
3.6 15,6 11,6 7,9 
8,7 16,1 14,2 12,7 
Durchschnittswert: 
4.4 15,9 13,3 11,6 
Ergosterintiere. 
» 11,0 25,0 20,0 15,5 
6,0 21,0 14,0 12,0 
9,8 23,2 18,6 15,3 
7.5 16,6 14,5 12,0 
12,2 25,4 19,6 17,0 


Jurchschnittswert : 


9,3 22,2 17,3 14,3 


ErwartungsgemaB liegen die Ausgangswerte der Lipoidtiere héher 
als die der Kontrollen. 10, 30 und 50 Minuten nach den Phosphat- 
injektionen liegen ihre P-Konzentrationen in der Carotis ebenfalls 
hdher als unter natiirlichen Bedingungen. 

Die ,.Kapazitat ihres Blutes‘ ist — wie das 6fters gesagt wurde 
héher als die der Kontrolltiere. Physiologischer ausgedriickt: es ist 
ihnen unter der Wirkung der Lipoidiiberdosierung schlechter gelungen, 
die Isoionie ihres Blutes zu erhalten, als ohne die Lipoidbelastung. 
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Wiirde die Wirkung des bestrahlten Ergosterins, das bei Uberdosierungen 
wie im vorliegenden Falle bekanntlich zu besonders starken und unter 
Umstanden pathologischen Verknécherungen fiihrt, primar an Skelett 
und Weichteilen angreifen und eine besonders hohe Aviditait dieser 
Gewebe fiir P herbeifiihren, so hatte die P-Konzentration im Blute 
der Lipoidtiere nicht héher ansteigen und lingere Zeit héher bleiben 
diirfen als die der Kontrollen, weil dann beide Gewebsgebiete ja als 
bessere P-Puffer fiir die Aufrechterhaltung der Blutisionie gewirkt 
hatten. Weiter oben hatten wir schon ausgefiihrt, daB bei der Annahme 
einer primaren Aviditaétssenkung der Gewebe fiir P infolge Ergosterin- 
mangel beim Negativ der vorliegenden Versuchsanordnung, der mensch- 
lichen Spontanrachitis, nach einem normalen P-Angebot nicht das 
Entstehen der de facto beobachteten Hypo-, sondern einer Hyper- 
phosphatamie postuliert werden miiBte. Diese Unstimmigkeiten lassen 
uns die Annahme einer primaren Beeinflussung der P-Aviditit der 
Gewebe durch Ergosterin als unwahrscheinlich erscheinen und, da die 
Resorption von P aus dem Darm durch Ergosterin auf Grund der oben 
beschriebenen Versuche zu mindestens nicht gesteigert wird, an eine 
primaire Wirkung der Lipoide auf P-Ausscheidungsorgane denken. 

Man kénnte der Meinung sein, daB nach parenteralen P-Belastungen 
des groBen Kreislaufes, ebenso wie nach denen der Leber, nicht nach den 
absoluten P-Konzentrationen, sondern nach den Anstiegshéhen iiber die 
Ausgangswerte hinaus gefragt werden miiBte. Bei den parenteralen 
P-Belastungen der Leber entsprachen den héheren absoluten Konzentra- 
tionen der Lipoidtiere auch die héheren P-Anstiegswerte; bei den direkten 
Belastungen des groBen Kreislaufes ist das aber nicht der Fall. 


Mittlerer Anstieg iiber die mittleren Ausgangswerte in der Carotis. 





Nach 10 Min. Nach 30 Min. Nach 50 Min. 
mg-° mg-° 9 mg-9/9 
Kontrollen. 

11,5 + 89 L 7,2 
Ergosterintiere. 
L 12,9 + 8,2 +5,1 


Bei naiherem Zusehen zeigt sich aber, daB nur die Betrachtung der 
absoluten Konzentration in vorliegendem Falle eine Antwort auf die Frage 
geben kann, ob unter der Wirkung des Lipoids eine Erhéhung der P-Aus- 
scheidungsschwelle aufgetreten ist. Die Differenzen zwischen den jeweiligen 
Anfangs- und Endwerten muBten bei den Vergleichen verschiedener Kreis- 
laufgebiete verwertet werden, um AufschluB tiber das Verbleiben des ihnen 
zuflieBenden P zu gewinnen. In vorliegendem Falle, bei der Betrachtung 
der Reaktionen im gleichen Kreislaufgebiet, kann jede Diskussion iiber 
die Frage, ob die absoluten Konzentrationen oder die Konzentrations- 
anstiege zu verwerten sind, mit dem Hinweis beendet werden, daB die 


24* 
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erhéhten P-Werte des groBen Kreislaufes bei den Lipoidtieren offensichtlich 
auf den gleichen Mechanismus zuriickgefiihrt werden miissen, wie der 
hohere P-Anstieg nach parenteralen P-Belastungen, daB also eigentlich 
von dem vor der Ergosterininjektion vorhandenen P-Niveau (dem gleichen 
wie bei den Kontrollen) ausgegangen werden miiBte und daB dann héhere 
Konzentrationen und héhere Konzentrationsanstiege zusammenfallen. Auf 
eine Erscheinung soll aber in diesem Zusammenhang hingewiesen werden: 
Der Konzentrationsanstieg 50 Minuten nach der parenteralen Belastung 
des vendsen Leberkreislaufes betrug bei den Kontrollen + 14,8 mg-°3, bei 
den Ergosterintieren + 21,7 mg-°,, wahrend sie nach P-Injektionen in 
den groBen Kreislauf, wie die kleine obenstehende Tabelle eben zeigte, 
wesentlich niedriger sind. ErwartungsgemaéB spielen die P-Ventile: Skelett, 
Gesamtheit der Weichteile und P-Ausscheidungsorgane eine wesentlich 
héhere Rolle zur Aufrechterhaltung der physiologischen Blut-P-Kon- 
zentration als die Leber. Von dieser wurde zwar festgestellt, daB sie unter 
der Wirkung des Ergosterins mehr P an den groBen Kreislauf abgibt, als 
das bei den Kontrollen geschieht, fiir die Frage aber, ob es nun zur Hyper- 
phosphataimie kommt oder nicht, sind offensichtlich die Gewebsgebiete 
des groBen Kreislaufes der Leber iibergeordnet. 


Zusammenfassung. 


Untersuchungen iiber die Konzentrationen des anorganischen 
Serum-P in der Vena portae, hepatica und jugularis bei gesunden, 
erwachsenen Kaninchen ergaben, daB die am Ende einer 20stiindigen 
Periode nach parenteralen Injektionen von bestrahltem Ergosterin 
beobachteten Hyperphosphatamien, verglichen mit den Erscheinungen 
bei den Kontrollen, auf verschiedene P-Bewegungen im venésen Leber- 
und im groBen Kreislauf zuriickzufiihren sind. Enterale P-Belastungen 
zeigten, daB die P-Resorption aus dem Darm durch Ergosterin nicht 
beeinfluBt wird. Die Folgerung aus diesem Befund, daB es dann auch 
nach lingerem Hunger und bei leerem Darm unter der Wirkung des 
Lipoids zu Hyperphosphatimien kommen miiBte, konnte bestatigt 
werden. 

Die P-Konzentrationen in den genannten Kreislaufgebieten zeigten 
nach enteraler Phosphatbelastung im Prinzip das gleiche Bild wie nach 
20stiindigem Hunger. Bei den Kontrollen findet ein kontinuierlicher 
Abfall von der Vena portae zur jugularis statt, der bei den Ergosterin- 
tieren in der Leber sowohl als im groBen Kreislauf wesentlich geringer 
ist. Der in der Vena portae eintretende, auf eine P-Resorption aus dem 
Darm zurickfiihrbare Konzentrationsanstieg, bleibt bei den Ergosterin- 
tieren in den nachfolgenden Kreislaufgebieten erhalten, wahrend er 
bei den Kontrollen wieder verloren geht. Auch nach enteralen P-Be- 
lastungen sind die unter der Wirkung des Ergosterins entstehenden 
Hyperphosphatamien nicht auf spezifische P-Bewegungen in der Vena 
portae (Resorptionsdifferenzen), sondern in der Leber und im groBen 
Kreislauf zuriickzufihren. 
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Die bei enteralen P-Belastungen beobachtete Erscheinung, dab 
bei den Ergosterintieren von dem der Leber durch die Vena portae 
zuflieBenden anorganischen P mehr in der Hepatica erscheint als bei 
den Kontrollen, konnte durch parenterale P-Belastungen des vendsen 
Leberkreislaufs bestatigt werden. In gleicher Weise gelang es, durch 
parenterale Belastung des groBen Kreislaufs nachzuweisen, dab parallel 
den Erscheinungen nach enteraler P-Belastung der diesem Kreislauf- 
gebiet zuflieBende anorganische P unter der Wirkung des Ergosterins 
in héherer Konzentration im Blute bleibt als das bei den Kontrollen 
geschieht. 


Es wurde fiir die vorliegende Versuchsordnung und ihr Negativ, 
die menschliche Spontanrachitis, erértert, welche Méglichkeiten als 
Ursachen fiir die berichteten Erscheinungen in Frage kommen und 
weitere Untersuchungen angekiindigt. 








Uber Aufnahme und Verteilung von Aceton 
im Organismus von Kaltbliitern. 


Von 


Erling Rustung, Frithjof Koren und Arne Féyen. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo, Norwegen.) 


(Eingegangen am 24. September 1931.) 


Die Versuche, iiber die in vorliegender Arbeit berichtet werden 
soll, verfolgten den Zweck, die Frage zu klaren, ob die indifferenten 
Narkotica sich auf die Bestandteile des lebenden Organismus nach 
den in vitro geltenden Verteilungsgesetzen verteilen, wie es Meyer- 
Overtons Narkosetheorie voraussetzt, oder ob sie auBerdem in nennens- 
wertem Grade adsorbiert oder auf andere Weise an das Organeiweil 
gebunden werden, wie Winterstein annimmt. Analoge Untersuchungen 
sind schon friiher von Klaus Hansen (3) mit verschiedenen Narkoticis 
an Warmbliitern ausgefiihrt worden. 

Kaltbliiter bieten hinsichtlich der Versuchstechnik eine Reihe 
von Vorteilen fiir Untersuchungen dieser Art; es ist leichter durch- 
fiihrbar, sie der langdauernden Einwirkung einer  einigermafen 
konstanten Narkoticumkonzentration auszusetzen, auch sind sie 
gegen die Narkose widerstandsfahiger als warmbliitige Tiere. In einer 
spiteren Arbeit (4) untersuchte Klaus Hansen daher die Verteilung 
des Athylalkohols im Organismus des Dorsches. Da diese Arbeit nor- 
wegisch erschienen und daher aus sprachlichen Griinden schwerer zu- 
ginglich ist, wollen wir hier etwas ausfihrlich dariiber referieren, 
zumal auch wir bei unseren eigenen Versuchen, wo nichts anderes 
gesagt ist, ein analoges Verfahren benutzten. 


Die Tiere, die etwa 30cm lang waren, wurden im Laboratorium 
aus einem Fischbehalter im Oslofjord in eine Tonne mit Seewasser 
gebracht, das teilweise mit kiinstlichem Salzwasser erganzt wurde. 
Sobald das Wasser die Temperatur der Luft angenommen hatte, wurde 
ihm eine bestimmte Menge Alkohol unter sorgfaltigem Umriihren 
zugesetzt. Ein schwacher Strom von feinen Sauerstoffblasen, aus einer 
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mit einem Bambusrohr verbundenen Bombe, geniigte, um den Bedarf 
der Tiere zu decken und riB nur unbedeutende Alkoholmengen mit sich ; 
Analysen des Wassers ergaben nur ein Sinken der Alkoholkonzentration 
von wenigen Hundertsteln pro Mille in 24 Stunden. 

Die Alkoholbestimmung geschah nach einer modifizierten Bi- 
chromatmethode, die nicht viel von der von Widmark und Bang an- 
gegebenen Makromethode abwich. Die Fehlergrenze der Methode 
betrug einige Hundertstel pro Mille. Vor dem Alkoholzusatz enthielt 
das Wasser nur Spuren von fliichtigen reduzierenden Stoffen. 

Zur Beurteilung des Verhaltens der Eiweibstoffe (des Resttrocken- 
stoffes) war es notwendig, neben dem Alkoholgehalt der Organe auch 
ihren Gehalt an Wasser und Fett-Lipoidstoffen zu bestimmen. Die 
Wasserbestimmung geschah nach Reiben mit gereinigtem Seesand 
und einleitender Trocknung bei 70°C, durch Trocknung bis zu kon- 
stantem Gewicht bei 110°C, die Fett-Lipoidbestimmung durch Ather- 
extraktion nach Soxhlet. 

Als Einleitung zu den Versuchen wurden Proben von normalen 
Tieren ohne Alkoholzusatz analysiert. Die Muskulatur zeigte durch- 
schnittlich einen Gehalt an fliichtiger, reduzierender Substanz, der 
etwa 0,03°/9, Alkohol entsprach, die Leber einen solchen von etwa 
0,05°/o9, also etwas mehr als bei Séugetieren. Ob die ganze Menge 
wirklich Alkohol ist, darf man, in Anbetracht des Gehalts des Dorsch- 
organismus und namentlich der Leber an niederen Fettséuren, wohl 
bezweifeln. 

Tabelle I. 


Ubersicht iiber die Alkoholaufnahme bei Dorschen in Seewasser mit Zusatz 
von 1,45°/,, Alkohol. Temperatur 1° C. 





Nummer 


ine Zeit nach dem Alkohol- Wannerechait Atherextrakt- 
Versuchs- Alkoholzusatz Organ konzentration . — gehalt 
tienen Min. in Gewichts-°/y 6 oF 
1 0 Leber 0.06 
1 0 Muskulatur 0,02 
2 1 Blut 0.41 — — 
2 1 Leber 061 52.6 35,5 
2 1 Muskulatur 0,30 81,2 0.1 
3 4 Leber 0,62 58.4 27,9 
3 + Muskulatur 0,73 80,3 ),2 
4 8 Blut 1,31 — 
4 s Leber 0,52 37.6 52.3 
4 8 Muskulatur 1,96 80,1 0,3 
i) g Leber 0,65 52.8 33.7 
5 9 Muskulatur 1,02 80,0 0.2 
6 9 Muskulatur 1,12 80,8 0,1 
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Dann wurde die Resorptionsgeschwindigkeit studiert. Der Alkohol 
wird verhaltnismaBig langsam in den Organismus des Dorsches auf- 
genommen. In der Tabelle I sind die Resultate von einer Tierreihe 
wiedergegeben, die nach verschieden langem Aufenthalt in Salzwasser, 
das 1,75°/ 9) Alkohol enthielt, analysiert wurde. 

Wie zu erwarten, ist die Aufnahme pro Zeiteinheit am gréBten im 
Anfang, wo das Konzentrationsgefille zwischen dem Organismus des 
Tieres und der umgebenden Lésung am gréBten ist; nach Ablauf einer 
Stunde hat der Organismus beinahe ein Drittel der endgiiltigen Menge 
aufgenommen. Danach erfolgt die Aufnahme immer langsamer, und erst 
nach etwa 8 Stunden ist der Organismus, praktisch gesprochen, mit 
Alkohol gesattigt. 

Die gréBere UnregelmaBigkeit der Leberanalysen liegt vermutlich 
an dem schwankenden Fettgehalt der Leber. 

In den Versuchen, die sich mit der Verteilung des Alkohols nach 
eingetretenem Diffusionsgleichgewicht befaBten, wurden die Proben 
erst entnommen, nachdem die Tiere sich mindestens 14 Stunden in 
der Alkohollésung aufgehalten hatten. Nach dieser Zeit konnte keine 
Steigerung im Alkoholgehalt der Organe nachgewiesen werden, selbst 
bei stundenlanger Fortdauer der Einwirkung. 

In Tabelle II sind die Analysenresultate von vier Dorschen wieder- 
gegeben, die sich 14 bis 17 Stunden in Seewasser von 1,56°/9, Alkohol- 
gehalt aufgehalten hatten; beim AbschluB des Versuchs war der 
Alkoholgehalt auf 1,53°/9) gesunken. 


Tabelle II. 


Ubersicht iiber den Alkoholgehalt der Organe nach eingetretenem Diffusions- 
gleichgewicht bei Dorschen in Seewasser mit 1,55°/ 9, Alkoholgehalt. 





Alkohol- 


Nummer . Ather- 

. , konzen- Wasser- . 
les ‘ Zeit h d * traktiv- > 

Versuchs. pe we nathan Organ p rcmnw Ha gehalt stoffgehalt K 

; , "loo 99 %lo 

1 14 Std. 15 Min. Blut 1,43 —_ — — 
1 HM, BD » Galle 1,43 _ — — 
1 Ma. WD « Leber 1,12 75,5 4.5 1,49 
1 ms « BW « Muskulatur 1,24 80,7 0,2 1,54 
2 14, 2 , Blut 1,38 — — 
2 M.D « Leber 1,00 70,6 12,9 1,41 
2 14, 25 , Muskulatur 1,16 79,8 0,3 1,45 
3 TT « Bq Blut 1,28 = a ~ 
3 iN » Ss Leber 0,93 62.5 20,9 1,47 
3 MW ~ oe « Muskulatur 1,15 80,1 0,3 1,44 
+ 7 «+ =. * Blut 1,30 — = 
4 7 {ae « Leber 0,99 71,0 9,0 1,39 
4 7 sa & Muskulatur 1,11 80,9 0,2 1,37 
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Was zuniachst auffallt, wenn man die Tabelle betrachtet, ist, dab 
die Alkoholkonzentration in den Organen ausnahmslos unter der Kon- 
zentration in dem umgebenden Wasser liegt. 


Die Differenz kann nicht durch unvollstandiges Diffusionsgleich- 
gewicht verschuldet sein: die Konzentrationen sind nicht niedriger 
bei den Tieren, die sich 14, als bei denen, die sich 17 Stunden in der 
Alkohollésung aufgehalten haben, eher umgekehrt. Es sind nur zwei 
Erklarungen méglich. Entweder ist im Dorschorganismus die Ver- 
brennungsgeschwindigkeit fiir Alkohol, verglichen mit der Diffusions- 
geschwindigkeit, so groB, daB ein bedeutendes Poteutialgefille zwischen 
der AuBenwelt und den Organen entsteht, oder es ist der Gehalt der 
Organe an Resttrockenstoff (EiweiBstoffe usw.), der ihre Fahigkeit, 
Alkohol aufzunehmen, herabsetzt. 

Um der Lésung des Problems naher zu kommen, nahm Klaus 
Hansen an, daB der Resttrockenstoff der allgemeinen Hauptregel fiir 
die Léslichkeit indifferenter, nicht elektrolytischer Stoffe folgte, d. h. 
daB sie die Léslichkeit anderer Stoffe annaihernd proportional dem 
Bruchteil, den sie selber in der Lésung bilden, herabsetzen; es wurde 
also angenommen, daB der Resttrockenstoff sich wie eine kompakte 
indifferente Masse verhielt, die keinen Alkohol aufnahm. 


Der Verteilungskoeffizient fiir Ol— Wasser kann fiir die in Betracht 
kommende Temperatur durch Interpolation von Nackes (6) Versuchen 
mit etwa 1/3) angesetzt werden; dies stimmt mit Overtons Bestimmung 
iiberein, die vermutlich bei Zimmertemperatur (also méglicherweise 
bei einer um einige Grade héheren Temperatur) ausgefiihrt worden 
sind. Auf ungefahr denselben Wert kommt man durch Interpolation 
von H. Meyers (5) Zahlen. 


Unter der Voraussetzung, daB der Alkohol sich auf das Wasser 
und die Atherextraktivstoffe nach seinem Teilungskoeffizienten verteilt, 
laBt sich die Alkoholkonzentration K in dem in den Organen enthaltenen 
Wasser nach der Formel: 

100k 

F 

°t 30 


| 


berechnen. 

In dieser Formel bezeichnet & die durch direkte Analyse bestimmte 
Alkoholkonzentration in dem Organ als Ganzes, ausgedriickt in Promille, 
und v und F den Wasser- bzw. Atherextraktgehalt in Prozent. Die auf 
diese Weise berechneten Alkoholkonzentrationen sind unter der 
Rubrik K in der letzten Kolonne der Tabelle aufgefiihrt. 


Aus der paarweise guten Ubereinstimmung zwischen den K-Werten 
fiir die fettlipoidarme Muskulatur und die fettreiche Leber schlieBt 
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der Verfasser, daB der Alkohol sich auch im lebenden Organismus auf 
die Bestandteile der Organe, Fett und Wasser, nach den in vitro geltenden 
physikalischen Gesetzen verteilt, wie es die Meyer-Overtonsche Narkose- 
theorie voraussetzt. 

Als Hauptresultat der Versuche fiihrt er an, daB die K-Werte 
iiberall etwas unter der Konzentration in dem umgebenden Wasser 
liegen. Da Alkohol weniger léslich in etwa 3°,ig. Salzwasser ist als in 
destilliertem Wasser bzw. physiologischem Salzwasser, hatte man 
erwarten kénnen, daB das Organwasser mehr Alkohol enthielt als die 
umgebende Lésung. Das Gegenteil ist jedoch der Fall; es entfaillt weniger 
Alkohol auf 1 g Organwasser als auf 1 g Seewasser, wenn der Unterschied 
auch nicht groB ist. Ob die Differenz dadurch verursacht wird, dab 
der Resttrockenstoff aktiv die Fahigkeit des Organwassers, Alkohol 
zu lésen herabsetzt, oder ob sie auf Verbrennung beruht, ist eine Frage 
fiir sich. Unter allen Umstanden sprechen die Versuche dagegen, 
daB das OrganeiweiB und der iibrige Resttrockenstoff das Vermégen 
besitzt, Alkohol zu binden, sei es durch Adsorption oder auf andere 
Weise. 

Bei unseren eigenen Versuchen wahlten wir ein anderes indifferentes 
Narkoticum zur Untersuchung, nimlich Aceton. 

Nach einigen Vorversuchen mit SiiBwasserfischen (Lachsforelle, 
Hecht), die prinzipiell den Vorzug verdienten, blieben wir mit Riicksicht 
auf die leichtere Beschaffung bei Dorschen von etwa 1 kg Gewicht als 
Versuchstieren. Zur Acetonbestimmung wurde dasselbe Verfahren, 
wie friiher von Klaus Hansen benutzt (3); die Methode hatte bei den 
Konzentrationen, mit denen wir arbeiteten, einen absoluten Fehler, 
der 0,05°/o9 nie tiberstieg. 

Es wurden regelmaBig Blindproben des verwendeten Seewassers, 
ohne Zusatz von Aceton, ausgefiihrt. Der Gehalt an fliichtigen, jodo- 
formbildenden Stoffen erwies sich immer als minimal, etwa 0,01°/o9. 

Die notwendige Sauerstoffdurchleitung bewirkte hier im Gegensatz 
zu den oben referierten Alkoholversuchen ein ganz _betrichtliches 
Sinken der Narkoticumkonzentration im Verlauf des Versuchs (vgl. den 
niedrigeren Siedepunkt des Acetons). 

Eine Reihe Analysen von normalen Dorschorganen auf Aceton 
ergab einen Durchschnittsgehalt von fliichtiger, jodoformbildender 
Substanz von 0,04°/, fiir das Blut, 0,02°/o) fiir die Leber und 0,01°/o9 
fiir die Muskulatur. In Tabelle IIT sind zur Beleuchtung der Resorptions- 
geschwindigkeit die Resultate einer Versuchsserie mit Dorschen in 
Seewasser bei Zusatz von 1,57°/9, Aceton zusammengestellt ; im Verlauf 
des Versuchs sank die Acetonkonzentration auf 1,48°/9). Die Aceton- 
konzentrationen sind die Mittelwerte von zwei Parallelanalysen. 
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Tabelle Ill. 


Ubersicht iiber die Acetonaufnahme bei Dorschen in Seewasser unter Zusatz 
von 1,57°/,, Aceton. Sinken der Acetonkonzentration auf 1,48°/o, nach 
1] Stunden. Temperatur 9° C, 





Nr. des Zeit nach Aceton- 


Versuchs- Acetonzusatz Organ konzentration Wassergehalt Atherextrakt 
tieres Std. In °/o0 0), 0/, 
1 ly Blut 0,88 91,4 0,4 
3 2 . 1,16 89.4 0.9 
5 4 a. 1,22 87,0 1,3 
7 6 . 1,21 91,7 0,4 
9 8 . 1,22 88,5 0,4 
11 11 ‘ 1,20 90,0 0.4 
1 1g Muskulatur 0,00 
2 i 5 0,00 
3 2 7s 0,09 81,2 0,3 
4 3 = 0,14 83,0 0,1 
5 4 yf 0,23 80.8 0.8 
6 5 Z 0.32 $2.8 0.4 
7 6 0,45 83,1 0,3 
8 i n 0,73 81,2 0,4 
9 8 = 0,47 80.6 04 
10 10 . eri? 81,2 0,5 
11 11 1,11 82,3 0,2 
1 I/y Leber 0,20 
2 1 = 0,35 31,3 54,2 
3 2 a 0,59 54,0 34,4 
5 4 “ 0,47 49.6 31,6 
6 5 0,51 57,7 27,6 
7 6 es 0,60 * 64,7 21,3 
8 7 0,55 65,2 20,2 
9 5 0,49 33,7 43.1 


* Nur eine Analyse. 


Die Acetonkonzentration in den Organen steigt, wie zu erwarten 
ist, am schnellsten in den ersten Stunden, solange das Konzentrations- 
gefaille zwischen dem Seewasser und dem Organismus am gréBten ist. 
Wie man sieht, ist bei der Leber schon nach 2 Stunden Diffusionsgleich- 
gewicht eingetreten, beim Blute nach 4 Stunden, waihrend die Aceton- 
konzentration in der Muskulatur erst nach 1] Stunden ihr Maximum 
erreicht. Zahlreiche andere Versuche ergaben, daB das Diffusions- 
gleichgewicht fiir die Muskulatur wirklich nach dieser Zeit erreicht ist. 


Wie man sieht, wird die héchste Acetonkonzentration im Blute 
erreicht, dann kommt die Muskulatur, wahrend der Gehalt in der 
Leber bedeutend tiefer liegt. |. Dementsprechend beobachtet man, 
daB die Konzentration am schnellsten im Blute steigt, dann kommt 
die Leber und zuletzt die Muskulatur. 
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Wir gingen dann dazu tiber, die Verteilung des Acetons auf die 
verschiedenen Organe nach eingetretenem Diffusionsgleichgewicht zu 
untersuchen, unter gleichzeitiger Bestimmung des Wasser-, Fett- und 
Resttrockenstoffgehalts der Organe. 


Die Resultate von drei solchen Versuchsreihen sind in Tabelle 1Va, 
IVb und [Ve wiedergegeben. Wie aus diesen Tabellen hervorgeht, haben 
die meisten Tiere sich zwei- bis dreimal solange in der Acetonlésung 
aufgehalten, als zur Erreichung des Diffusionsgleichgewichts notwendig 
ist. Man sieht, daB die Acetonkonzentration in den Organen immer 
tiefer liegt als in dem umgebenden Wasser. 

In einer eigenen Kolonne sind die K-Werte nach demselben Ver- 
fahren berechnet wie in der am Anfang zitierten Arbeit von Klaus 
Hansen fiir Alkohol, indem man also von der Annahme ausgeht, daB 
der Resttrockenstoff keine nennenswerten Acetonmengen bindet oder 
aufnimmt. 

Tabelle 1Va. 
Serie A: Ubersicht iiber den Acetongehalt der Organe nach eingetretenem 
Diffusionsgleichgewicht bei Dorschen in Seewasser, dem 1,52°/), Aceton 
zugesetzt sind. Sinken der Acetonkonzentration nach 9 Stunden auf 


1,27°/,9, nach 23 Stunden auf 1,20°/)), nach 32 Stunden auf 1,08°/,5. Tem- 
peratur 9°C, 





Nr. des = Zeit nach dem Aceton- Wasser- Ather- 
Versuchs- Acetonzusatz Organ konzen- gehalt extrakt K 
tieres tration 
Std. in %Joo 0/9 019 
1A 24 Blut 0,96 89,3 0,4 1,07 
1A 24 Muskulatur 0,77 80,9 0,7 0,95 
1A 24 Leber 0,43 39,1 51,7 1,09 
2A 27 3/, Blut 1,04 91,9 0,7 1,13 
2A 27 3), Muskulatur 0,84 83,8 04 . 1,00 
2A 27 */, Leber 0,56 39,6 -- _ 
3A 32 1), Blut 0,99 91,5 0,3 1,08 
3A 32 1/4 Muskulatur 080 | 80,6 0.4 0,99 
3A | 82 1/, Leber 0,44 40,7 8,7 1,05 


K bezeichnet hier den Siattigungsgrad des Organs in bezug auf 
Aceton, d.h. die Acetonkonzentration (ausgedriickt in Promille) in 
dem im Organ enthaltenen Wasser, unter der Voraussetzung, da8 sich 
das Aceton auf den Fett-Wassergehalt des Organs nach dem in vitro 
geltenden Teilungskoeffizienten verteilt. Dieser letztere ist von 
H. Meyer (5) mit 0,235 bei 36° und 0,146 bei 3°C bestimmt worden 
[vgl. auch Widmark (8)]. Durch Interpolation kann man ihn fiir eine 
Temperatur von 7 bis 9°C mit einer fiir unsere Zwecke geniigenden 











u 
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Genauigkeit auf 0,16 schitzen. Annahernd die gleiche Zahl ergibt eine 
Berechnung auf Grund von Nackes (6) Bestimmung. 


Tabelle IVb. 


Serie B: Ubersicht iiber den Acetongehalt der Organe nach eingetretenem 

Diffusionsgleichgewicht bei Dorschen in Seewasser, dem 2,12°/o, Aceton 

zugesetzt sind. Sinken der Acetonkonzentration nach 5 Stunden auf 2,06°/o9, 

nach 9 Stunden auf 2,04°/,9, nach 24 Stunden auf 1,87°/)), nach 28 Stunden 
auf 1,81 °/o. 





Nr. des Zeit nach dem Aceton- Wasser- Ather- 
Versuchs-  Acetonzusatz Organ konzen- gehalt extrakt K 
tieres tration 
Std. in Jo 0/9 %'9 
1B 25 Blut 1,41 93.5 0.3 1,50 
25 Muskulatur 1,14 $1.3 0.4 1,40 
25 Leber 0,60 48.6 32.5 1,12 
2B 26 Blut 1,36 92.5 0,5 1,47 
2B 26 Muskulatur 1,14 81.6 0,3 1,40 
2B 26 Leber 0.638 53,3 12,2 1,12 
8B 27 Blut 1,36 93,3 0.6 1,46 
3B 27 Muskulatur 1,14 82,8 0,3 1,39 
3B 27 Leber 0,79 71,9 5.8 1,09 


Tabelle IV ec. 


Serie C: Ubersicht iiber den Acetongehalt der Organe nach eingetretenem 

Diffusionsgleichgewicht bei Dorschen in Seewasser, dem 2,15°/ 9, Aceton 

zugesetzt sind. Sinken der Acetonkonzentration nach I'/, Stunden auf 

2,13°/o9, nach 3!/. Stunden auf 2,01°/ 9, nach 22 Stunden auf 1 80°/99. nach 
27 Stunden auf 1,73°/5). Temperatur 7° C. 





Nr. des Zeit nach dem Aceton- Wasser- Ather- 
Versuchs- | Acetonzusatz Organ konzen- gehalt extrakt K 
tieres tration 
Std. in °/oo Ml) “io 

1€ 26 Blut 1,49 91.3 0.8 1.63 
1C 26 Muskulatur 1,30 80,7 0,4 1,60 
1C 26 Leber 0,67 45,3 22.8 1,37 
Z¢ 30 Blut 1,46 89.6 0.5 1,63 
2¢ 30 Muskulatur 1,39 8,2 0.6 1,60 
2C 30 | Leber 0.67 53.3 17.0 1,19 


Fin komplizierendes Moment fiir die Deutung der Resultate ist, 
da die Acetonkonzentration im Wasser wahrend des Verlauis ces 
Versuchs ganz betrachtlich sinkt. Das wird eine relative Ubersattigung 
des Organismus der Tiere mit Aceton im Verhiltnis zu dem umgebenden 
Milieu bewirken. Die K-Werte werden, verglichen mit dem Aceton- 
gehalt des Seewassers, etwas héher zu liegen kommen, als sie es bei 
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einer ganz stabilen Acetonkonzentration tun wiirden. Es ist auch 
denkbar, daB das Sinken der Konzentration eine gewisse Verschiebung 
der Werte fiir die einzelnen Organe untereinander bewirken kann, 
wodurch eine gewisse UnregeimaBigkeit der Vergleichswerte erklart 
wurde. 

Vergleichen wir zunichst die K-Werte fiir die verschiedenen 
Organe bei demselben Tiere, so finden wir, daB sie in allen drei Serien 
ganz gut fiir das Blut und die Muskulatur iibereinstimmen; es besteht 
jedoch auf der ganzen Linie eine Tendenz zu etwas héheren Zahlen 
fiir das Blut. Es liegt nahe, zur Erklarung an die Méglichkeit zu denken, 
da®B in der Muskulatur eine raschere Verbrennung oder eine andere 
Umwandlung des Acetons erfolgt. 

Die K-Werte der Leber fallen bei der niedrigsten Konzentration, 
in Serie A, in beiden untersuchten Fallen mit denen des Blutes zusammen; 
bei den héheren Konzentrationen, Serie B und C, liegen sie dagegen 
iiberall zum Teil bedeutend, bis iiber ein Viertel, unter denen der iibrigen 
Organe. 

Es liegt in diesem Zusammenhang nahe, daran zu erinnern, daf 
Klaus Hansen (3) und andere eine bedeutend niedrigere Aceton- 
konzentration in der Leber von Saugetieren, die Aceton erhalten 
hatten, gefunden haben. Dies beruht, wie man annimmt, darauf, da 
die Leber der Sitz einer besonders lebhaften Umwandlung des Acetons 
ist. Ebenso verhalt es sich mit dem Alkoholgehalt in der Leber bei 
Saugetieren. Dagegen fand Klaus Hansen (4) keinen entsprechend 
niedrigeren K-Wert fiir den Alkoholgehalt in der Leber bei Dorschen, 

vas er als einen Ausdruck dafiir auffaBt, daB die Leber bei diesen 

Tieren den Alkohol nicht schneller umsetzt als die tibrigen Organe. 
Unsere Versuche kénnten die Deutung zulassen, daB die Leber des 
Dorsches das gleiche auffillize Vermégen, Aceton umzuwandeln, besitzt 
wie die Saugetierleber; doch wollen wir auf Grund des vorliegenden 
Materials keinen bestimmten SchluB in dieser Richtung ziehen. 


Als das wichtigste Resultat der Versuche ergibt sich dann bei 
einem Vergleich zwischen den K-Werten in der Tabelle und der Aceton- 
konzentration im Wasser zum entsprechenden Zeitpunkt, daB die 
K-Werte niemals, fiir kein Organ, héher 'iegen als die Acetonkonzentra- 
tion. In der Serie A (niedrigste Acetonkonzentration) fallt A fiir die 
Tiere Nr. 2 und Nr 3 praktisch mit der Acetonkonzentration des Wassers 
zusammen. Bei den héheren Acetonkonzentrationen, etwa 2°/g9, in 
Serie B und C liegt dagegen K in allen Fallen und fiir alle Organe mehr 
oder minder ausgesprochen unter der Konzentration im Wasser. 


Wie man sich diesen Umstand auch erklaren will (Verbrennung 
oder andere Faktoren), jedenfalls geben die Versuche keinen Anhalts- 
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punkt dafiir, dab das OrganeiweiB und der tbrige Resttrockenstoff 
irgendwelches Vermégen besitzen, Aceton zu binden, sei es durch 
Adsorption oder auf andere Weise, genau so wenig, wie es fur den 
Alkohol der Fall war. 

Wir danken zum Schlu8 dem Direktor des Pharmakologischen 
Instituts, Herrn Professor Dr. med. Klaus Hansen, fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit und das Interesse, das er ihr wihrend der Ausfiihrung 
entgegengebracht hat. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Absorption von 
Aceton bei Dorschen in Seewasser, dem Aceton zugesetzt war, untersucht. 


Die Muskulatur des Dorsches hat normalerweise einen Durch- 
schnittsgehalt an fliichtiger, jodoformbildender Substanz, der 0,01° /o5 
Aceton entspricht, die Leber einen solchen von 0,02°/5, und das Blut 
von 0,04 /oo. 


Die Acetonabsorption ist, wie zu erwarten steht, am gréBten in 
der ersten Zeit nach Beginn des Versuchs, solange das Konzentrations- 
gefalle zwischen dem Seewasser und dem Organismus grob ist. Diffu- 
sionsgleichgewicht wird erreicht (bei einer Acetonkonzentration im 
Seewasser von etwa 1"/,°/9) und einer Temperatur von etwa 8° C) bei 
der Leber nach 2, beim Blute nach 4 Stunden, wahrend die Aceton- 
konzentration in der Muskulatur erst nach etwa 11 Stunden ihr 
Maximum erreicht. 

Nach eingetretenem Diffusionsgleichgewicht (‘Temperatur et wa 8° C) 
liegt die Acetonkonzentration im Organismus iiberall tiefer als in dem 
umgebenden Seewasser. Die Differenz ist am gréBbten bei der Leber, 
so groB, daB es nahe liegt, anzunehmen, dab dieses Organ der Sitz 
einer besonders lebhaften Acetonumwandlung ist. Wesentlich geringer 
ist die Differenz bei der Muskulatur und beim Blute. 


Wenn man annimmt, daB das Wasser und die Fett-Lipoid- 
substanzen des Organismus Aceton in dem Verhaltnis aufnehmen, wie 
es ihr Teilungskoeffizient in vitro angibt, sowie daB der Resttrockenstoff 
nicht die Fahigkeit hat, Aceton zu binden, so kann man die Aceton- 
konzentration K in dem in den verschiedenen Organen enthaltenen 
Wasser berechnen. Wird diese Berechnungsweise auf die Organe bei 
Dorschen, deren Organismus, was das Aceton anbetrifft, mit dem um- 


gebenden Seewasser im Diffusionsgleichgewicht ist, angewendet, so 
findet man K-Werte, die nie die Konzentration im Seewasser tibersteigen 
und in den meisten Fillen unter derselben liegen. Die Differenz kann 
entweder auf einer Umwandlung des Acetons im Organismus des Dorsches 
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beruhen, oder auf anderen Ursachen. Unter keinen Umstanden haben 
die Versuche einen Anhaltspunkt dafiir ergeben, daB der Resttrockenstoff 
in den Organen ein spezielles Vermégen, Aceton zu binden, besife, sei 
es durch Absorption oder auf andere Weise. 
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Benzin- und Benzolgehalt des Blutes bei verschiedenartiger 
Kinfiihrung dieser Gifte in den Organismus. 


Von 


N. W. Lazarew, A. J. Brussilowskaja und J. \. Lawrow. 


(Aus dem toxikologischen Laboratorium des Leningrader Instituts fiir 
Gewerbehygiene und Sicherheitstechnik. ) 


(Eingegangen am 24. September 1931.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Benzin- und Benzolgehalt des Blutes bei verschiedener Ein- 
fiihrungsbahn in den Organismus ist quantitativ noch nicht erforscht 
worden. Es bleiben also die toxischen Konzentrationen dieser Gifte 
im Blute, durch welche diese oder jene Wirkung hervorgerufen wird, 
unbekannt. Die experimentelle Lésung dieser Frage ist schon deswegen 
von Interesse, weil in der Literatur Hinweise auf den sehr verschiedenen 
Charakter der Wirkung,z. B. des Benzols, bei verschiedener Vergiftungs- 
art vorhanden sind. Nach Mgebrow iibt das Benzol bei subcutaner 
Injektion vorzugsweise auf die blutbildenden Organe und das Blut 
eine Wirkung aus, wahrend bei Einatmung der Giftdimpfe oder bei 
Einfiihrung des Giftes in den Magen das Blut und die blutbildenden 
Organe, ungeachtet der scharf ausgeprigten Wirkung des Giftes auf 
das Nervensystem, nur sehr schwach affiziert werden (vgl. jedoch 
Batchelor, auch Hultgren). Doch sind irgendwelche SchluBfolgerungen 
aus dieser Tatsache vorzeitig, da der Benzolgehalt des Blutes und die 
Dauer seiner Resorption und Ausscheidung in allen diesen Fallen 
unbekannt bleiben (die Arbeit von Gadaskina enthalt keine quanti- 
tativen Angaben). 

Methodik. 

Die quantitative Bestimmung des Benzin- und Benzolgehalts im Blute 
wurde nach der Methodik von Lazarew, Brussilowskaja und Lawrow vor- 
genommen, welche auf dem Herausblasen des Giftes ‘durch die die Blut- 
probe durchstrémende Luft und der Messung des Giftgehalts dieser Luft 
nach der Methode von Matwejew, Pronin und Frost (Verbrennen des Stoffes 
im elektrischen Ofen mit nachfolgender automatischer konduktometrischer 
Titrierung der gebildeten CQ,). beruhbt. Es wurden insgesamt 34 Versuche 
an Kaninchen (die vorlaufigen exklusive) angestellt, darunter 21 mit 
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Kinatmung der Benzin- und Benzoldiémpfe, 8 mit subcutaner Injektion 
des Benzols, 3 mit Einfiihrung dieser Gifte in den Magen und 2 mit intra- 
peritonealer Einspritzung. 


Versuche mit Einatmung der Benzin- und Benzoldimpfe. 

Das tracheotomierte Kaninchen atmete durch Wasserklappen, 
indem es die Luft aus einer geschlossenen Kammer von 200 Liter 
Kapazitat einatmete, in der die zur Erhaltung der gewiinschten Dampf- 
konzentration in der Luft nétige Stoffmenge verdunstet wurde. Die 
gleichmabige Giftverteilung in der Luft wurde durch einen elektrischen 
in der Kammer angebrachten Ventilator gesichert. 

In der Abb. 1 sind die typischen Kurven angefiihrt, welche die 
Veranderung der Benzolkonzentration' im arteriellen (aus der Art. 
carotis) und im vendésen (aus der Vena jugularis) Blute, zuerst bei 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Veriinderung des Benzolgehalts im Blute Die Veriinderung des Benzin- und Benzol- 
des Kaninchens bei Einatmung wahrend der gehalts im Blute aus der Art. carotis wahrend 
ersten 15 Min. des Gemisches aus Luft und der ersten 30 Min. bei Einatmung der Dampfe 
Benzol in der Konzentration yon 50 mg/Liter dieser Stoffe (Konzentration 50 mg Liter) 
und weiterer Einatmung von frischer Luft. und weiterer Einatmung frischer Luft. (Die 


Kurven beziehen sich auf zwei verschiedene 
Kaninchen.) 


EKinatmung der Daimpfe dieses Giftes in der Konzentration von 
50 mg/Liter und ferner bei Einatmung der giftfreien Luft darstellen. 
Der Giftgehalt im Blute wachst sehr schnell an (in der Tat schneller, 
als es in der Abbildung dargestellt ist, da die Wasserklappen einen 
schadlichen Erginzungsraum von etwa 100 ccm bildeten) und nimmt 
auch wieder bei Einatmung frischer Luft schnell ab. 

Die Kurven der Abb. 2 gestatten den Vergleich der Konzentra- 
tionen von Benzin und Benzol im arteriellen Blute bei gleichem Gehalt 


' Da der Giftgehalt bei unserer Methodik in einer Gewichtsprobe des 
Blutes festgestellt wird, so wird die erhaltene Konzentration durch die Zahl 
der Milligramme des Giftes pro 1000 g Blut (nicht in Milligrammprozent) 
ausgedriickt. 
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dieser Gifte in der Kammerluft (50 mg/Liter). In allen Versuchen, 
ohne Ausnahme, war ein viel gréBerer Gehalt von Benzol im Blute als 
von Benzin zu beobachten. Der Benzolgehalt nimmt im arteriellen 
Blute langsamer zu und wird auch bei Ausscheidung des Giftes lang- 
samer herabgesetzt als beim Benzin. Der Unterschied scheint sich 
durch die verschiedene Léslichkeit der Diimpfe dieser Stoffe im Blute 
erklaren zu lassen. Wir werden noch bei Besprechung der Resultate 
des Versuchs auf diese Frage zuriickkommen. 


Versuche mit Einfiihrung des Benzins und Benzols in den Magen. 

Es wurden 5cem Gift (in einem der Versuche mit Benzol 2,5 cem) 
(fiir sich, ohne mit Ol verdiinnt zu werden) durch die Sonde ein- 
gefiihrt. Die Versuche haben gezeigt, daB auch bei dieser Einfiihrungsart 
der Unterschied zwischen dem Benzin- und Benzolgehalt im arteriellen 
Blute ein sehr betrachtlicher ist (siehe Abb. 3), noch gréBer als in 
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den Versuchen mit Kinatmung der Dampfe dieser Stoffe. Der Benzol- 
gehalt kann betrachtlich sein, von gleicher Héhe wie bei Einatmung 
der Benzoldimpfe. Der Benzingehalt ist auBerst gering'. In der 
Abbildung sind die Angaben nicht dargestellt, welche sich auf die 
24 Stunden nach der Gifteinfihrung entnommenen Blutproben_ be- 
ziehen: der Benzolgehalt betrug dabei 0,3 mg, der des Benzins 0,7 mg 
(auf 1000 g¢ Blut). 


Versuche mit intraperitonealer Einfiihrung des Benzins und Benzols. 
Das Benzin (ineinem der Versuche) und das Benzol (in dem anderen) 
wurden mit Olivenél verdiinnt und mit 0,5 ccm Gift pro Kilogramm 
' Das spezifische Gewicht des von uns gewahlten Bakuer Benzins 
.,Galoscha*’ (0,74) ist niedriger als das des Benzols (0.87).  Doch erklirt 
die daraus folgende Verschiedenheit der Dosierung den groBen Unterschied 
in den erhaltenen Resultaten natiirlich nicht. 


DF * 
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Gewicht des Kaninchens intraperitoneal eingefiihrt. Ihr Gehalt im 
Blute betrug: 





Benzin senzol 
15 Minuten nach der Einfiihrung . . 88.6 
30 - : 2 " 1,3 83,8 
1 Stunde - - " , A 2.4 
2 Stunden, z ‘ : 56.5 
24 " e “ u se , 0 


In diesen Versuchen fallt die schnelle Resorption des Benzols aus 
der Bauchhéhle auf. Der Benzolgehalt des Blutes erreicht dabei eine 
sehr bedeutende Héhe, welche die bei Einfiihrung der sechsfachen 
Giftmenge in den Magen iibertrifft. Man stellt dieses eigentiimliche 
Verhalten fest, obwohl das Benzol in den Magen per se, intra- 
peritoneal aber mit Ol eingefiihrt wurde?. Der Benzingehalt im Blute 
ist auch in diesen Versuchen bei weitem geringer als der des Benzols. 


Versuche mit subcutaner Einfiihrung des Benzols. 


In allen Versuchen wurde das Benzol mit Olivenél verdiinnt ein- 
gefiihrt. Uber seinen Gehalt im arteriellen Blute (Milligramm auf 
1000 g Blut) geben folgende sich auf alle sechs Versuche dieses Typus 
beziehende Zahlen AufschluBb: 





Benzoldosis (cem pro kg Gewicht) 


39 Minuten nach der Einfiihruneg 6,8 11.8 
45 i as so ms t7 
1 Stunde s a a 14,2 5,1 
i'/, Stunden , - - 13,9 4.1 13.5 
3 ‘ ‘ “ a 34,7 18.6 6.9 
oi, > 4 = 15,3 3,6 
. ? gs 
44, 1 
D 9.6 
8 3 bs Ps re 12,2 
24 % e ae ‘ 7.5 5.9 


' Es ware wiinschenwert, um die Resultate besser vergleichen zu 
kénnen, das Gift in beiden Fallen gleichartig einzufiihren. Doch wurden 
von uns das Benzin und das Benzol ins Peritoneum absichtlich mit Ol 
verdiinnt deswegen eingefiihrt, weil ihre Konzentrationen im Blute bei 
denjenigen Einfiihrungsarten von Interesse waren, welche beim Studium 
der Wirkung dieser Gifte (besonders des Benzols) auf das Blut und den blut- 
bildenden Apparat gewéhnlich Anwendung finden. Bei Einfiihrung in den 
Magen aber beabsichtigten wir eine experimentelle Grundlage zur Auf- 
fassung des Verlaufs der akuten Benzin- und Benzolvergiftungen per os zu 
bekommen; deshalb wurden die Gifte im unverdiinnten Zustande an- 


gewandt. : 
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Die Resorption des im Ol subcutan eingefiihrten Benzols scheint 
sehr langsam vor sich zu gehen, da seine Konzentration im arteriellen 
Blute bis zu den maximalen Werten in 2 bis 3 Stunden nach der 
Injektion anwachst, und nimmt dann, trotz der fortdauernden Aus- 
scheidung durch die Lungen, nur sehr allmahlich ab. Die Resorption 
scheint in einem Teil der Falle noch 24 Stunden nach der Gifteinfiihrung 
nicht abgeschlossen zu sein. Dieser Umstand erweckt den Gedanken 
von der Méglichkeit einer Giftansammlung in dem Organismus bei 
taglichen subcutanen Injektionen, welche beim Studium der leuko- 
toxischen Wirkung des Benzols gew6hnlich Anwendung finden. Unten 
sind die Angaben zweier derartiger Versuche an Kaninchen angefihrt, 
denen taglich subcutan 0,5ccem Benzol injiziert wurden und auch 
taglich Proben des arteriellen Blutes entnommen wurden: 





Versuch 6 Versuch 7 
Versuchs- 
tan : ; Benzolkonzen- ; ; Benzolkonzen- 
ae Blutprobe nach der tration «mg auf slutprobe nach det tration (mg auf 
Injektion nach 1000 & Blut) Injektion nach 1000 ¢ Blut) 

1 2 Stunden 16.5 2 Stunden 95 

) 9 13.2 D1 AO 

3 2 28.9 2 7,2 

+ 2 - 22,9 2 21,2 

D 2 25.8 

6 24 1,7 

* Die e Blutprobe aus dem rechten Herzen 


Die Zahlen scheinen tatsaéchlich in den letzten Versuchstagen 
hoher als in den ersten zu sein. 


Besprechung der erhaltenen Resultate. 

Es wurde schon bemerkt, daB bei gleichen Konzentrationen des 
Benzols und des Benzins in der Einatmungsluft der Gehalt an Benzol 
im arteriellen Blute stets héher ist als an Benzin. Dies laBt sich wahr- 
scheinlich durch den héheren Koeffizienten der Benzinverteilung 
zwischen dem Blute und der Alveolarluft erklaren. Da in unseren 
Versuchen die Angaben iiber Benzin- und Benzolkonzentrationen in 
der Alveolarluft im Moment der Bestimmung ihres Gehalts im Blute 
fehlen. ist uns keine Méglichkeit geboten, diese Koeffizienten genau 
feststellen zu kénnen. Wir kénnen nur sagen, daB der Koeffizient 
der Léslichkeit der Benzoldimpfe im Blute bei Kérpertemperatur des 
Kaninchens nicht unter 2,0 bis 2.6 betrdgt (da bei der Konzentration des 
Benzols von 50 mg/Liter in der Atmungsluft sein Gehalt im arteriellen 
Blute 100 bis 130 mg auf 1000 g erreichte). Der Koeffizient der Léslich- 
keit der Dampfe im Blute des in unseren Versuchen verwendeten 
Benzins (Bakuer, Marke ,,Galoscha**) wird auch nicht unter 0,6 bis 0,8 
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betragen. Der Koeffizient der Wasserléslichkeit der Benzindampfe 
ist bedeutend niedriger; der Berechnung von Lazarew nach, die auf 
den von Lawrow vorgenommenen Bestimmungen der Léslichkeit, des 
Dampfdruckes und des mittleren Molekulargewichts des Benzins 
,Galoscha** beruht, ist derselbe bei 22° gleich 0,0228; nach der 
direkten Bestimmung von Milligan wurden fiir die Dampfe einiger 
pensylvanischen Benzinsorten bei 25° sehr nahestehende Werte er- 
halten, 0,0132 bis 0,0187. Bei Korpertemperatur muB dieser Koeffizient 
noch bedeutend geringer sein. 

Fur das Benzol scheint der Unterschied zwischen den Koeffizienten 
der Blut- und Wasserléslichkeit seiner Dampfe weniger betrachtlich 
zu sein (genaue Angaben tiber die Wasserléslichkeit fehlen; den Be- 
rechnungen von Lazarew nach ist er bei 22° 3,73; Milligan erhielt bei 
25° einen bedeutend geringeren Koeffizienten: 1,64). Ks scheint sich 
also eine interessante GesetzmaBigkeit anzudeuten, und zwar: die 
Koeffizienten der Blutléslichkeit der sich gut im Wasser lésenden 
Dimpfe der fliichtigen Narkotica sind denen der Wasserléslichkeit 
ungefihr analog (vgl. z. B. die Angaben von Haggard iiber Athylather) ; 
die Dampfe der schwach wasserloéslichen fliichtigen Narkotica werden 
im Blute besser aufgelést als im Wasser (vgl. die Angaben von Nicloux 
und Scotti-Foglienit iiber Chloraithyl und Chloroform). Unsere Benzin- 
versuche zeigen, daB im Falle eines derartigen schwach wasserléslichen 
Stoffes, wie es das Benzin ist, der Unterschied einen besonders groBen 


Grad erreicht. Welche Rolle dabei verschiedene Faktoren 
Léslichkeit in Blutlipoiden (vgl. Grollman), Adsorption, Bildung von 
instabilen Hamoglobinverbindungen (Scotti-Foglient) usw. — zu spielen 


haben, ist eine noch nicht geléste Frage. 

Die weitere interessante Schlu8folgerung aus unseren Versuchen 
bezieht sich auf die Frage nach der relativen Giftigkeit des Benzins und 
des Benzols bei akuter Vergiftung damit, mit anderen Worten, iiber den 
Grad ihrer narkotischen Wirkung. Wie bekannt, gilt das Benzol als 
ein starkeres Narkoticum, da die Giftigkeit seiner Dampfe diejenige 
des in unseren Versuchen verwendeten Bakuer Benzins ,,Galoscha‘ 
um das Dreifache tibertrifft [den Versuchen an weiben Mausen nach 
vergleiche man die die Seitenlage des Tieres hervorrufenden Kon- 
zentrationen, siehe Lazarew (2) (3)]. Doch ist, unseren Versuchen 
gemaB, der Benzolgehalt im Blute bei gleichen Konzentrationen der 
Giftdimpfe in der Atmungsluft um das Drei- bis Vierfache und dariiber 
hoher als der des Benzins. Daraus folgt, da das Benzin bzw. die Kohlen- 

yasserstoffe der Methanreihe und die Zykloparaffine in der Tat etwas 
stirkere Narkotica als das Benzol vorstellen, was auch im Einklang 
mit den Overtonschen Regeln zu erwarten war. Die verhaltnismaBig 
schwache toxische Wirkung der Benzindimpfe lat sich durch ihre 
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geringe Wasserléslichkeit [vgl. Lazarew (2)] erklaren. Die schon langst 
aus der Literatur bekannte schwache Wirkung des Benzins bei Ein- 
fiuhrung per os (z. B. bei Selbstmerdversuchen) scheint auch durch 
seine langsam vor sich gehende Resorption aus dem Magen und Darm 
erklart werden zu kénnen (der niedrige Benzingehalt im Blute kénnte 
in diesen Fallen durch die neutralisierende Wirkung der Leber nicht 
erklart werden, da das chemisch viel aktivere Benzol unter analogen 
Bedingungen in ziemlich bedeutender Menge im Blute festgestellt wird). 

Unsere Versuche erteilen auch einige Hinweise in bezug auf die 
Frage nach der Einwirkung des Benzols auf das Blut und den blut- 
bildenden Apparat. Wie aus den Arbeiten von Mgebrow, Batchelor. 
Hultgren zu ersehen ist, kommt diese Wirkung am leichtesten bei 
subcutaner Einfiihrung des Benzols zum Vorschein, wahrend bei der 
intraperitonealen Injektion, Einfithrung in den Magen oder Einatmung 
seiner Dimpfe das Blut und die blutbildenden Organe meistenteils 
verhaltnismabig schwach affiziert werden. Mgebrow glaubt diese Er- 
scheinung durch die ungleichen Veranderungen, die das Benzol bei 
verschiedenen Einfiihrungsbahnen in den Organismus erleidet, erkléren 
zu durfen. So wird das Benzol bei seinem Eintritt aus dem Magen 
oder aus dem Peritoneum in bedeutendem Grade durch die Leber 
unschadlich gemacht (vgl. Hultgren). 

Fs ist jedoch auch eine andere Interpretation méglich. die uns 
viel wahrscheinlicher zu sein scheint: Aus unseren Versuchen ist zu 
folgern, daB bei subcutaner Benzoleinfiihrung seine Resorption sehr 
langsam verlauft, seine Konzentration wachst im Blute langsam an 
und erreicht eine verhaltnismaBig geringe Héhe (deshalb ist die Ein- 
wirkung auf das Zentralnervensystem, welche sich, wie es bei der 
Einwirkung anderer indifferenter Narkotica der Fall ist, in Ab- 
hangigkeit von der Konzentration des GefaBes andert, verhaltnis 
mabig schwach ausgepragt), auf der sie sich langere Zeit halt. Bei 
den anderen, zur Vergleichung gewahlten Finfiihrungsbahnen wachst 
der Benzolgehalt im Blute schnell an und erreicht einen hohen Grad 
(deshalb sind die Symptome seitens des Zentralnervensystems scharf 
ausgepragt), nimmt aber auch schnell ab. Die Wirkung ist eine ver- 
haltnismaBig kurzdauernde. Es JaBt sich also vermuten, dab, zum 
Unterschied von der narkotischen Wirkung des Benzols, sein EinfluB 
auf das Blut und den blutbildenden Apparat hauptsachlich nicht von 
der Konzentration des Giftes im Blute, sondern von der Dauer seines 
Verweilens im Blute und in den Geweben abhangt. Zugunsten dieser 
Vermutung spricht auch die Vergleichung der Experimente von 
Mgebrow und Batchelor; ersterer erhielt bei weiben Ratten, die 
Benzol eingeatmet hatten, keine bleibende und progrediente Leuko- 
penie, die bei denselben Tieren vom zweiten Verfasser leicht erreicht 
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wurde, obwohl in seinen Versuchen die Dampfkonzentrationen in der 
Luft niedriger waren. In den Versuchen von Mgebrow wurden die Tiere 
durchschnittlich binnen 5 Stunden tiglich der Vergiftung ausgesetzt, 
wihrend bei Batchelor die Vergiftung tiglich 18 bis 20 Stunden dauerte. 
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Ernihrung und Schilddriisenwirkung. 


LV. Mitteilung: 
Wirkung des Schilddriisenhormons bei normaler, ausreichender und bei 
speziell zusammengesetztec Ernihrungsart. 
Von 
I. Abelin. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 25, September 1931.) 


Der Hyperthyreoseversuch wurde bis jetzt entweder zur niheren 
Erforschung der Schilddrisenwirkung oder zum besseren Verstandnis 
der Basedow-Erkrankung benutzt. Eine Identifizierung des experi- 
mentellen Hyperthyreoidismus mit dem Basedow ist nicht gestattet, 
doch muB zugegeben werden, daB die experimentell erzeugte Erkrankung 
sehr weitgehend an die menschliche Hyperthyreose erinnert. Die 
charakteristischen Ziige des genuinen Basedow: die Grundumsatz- 
erhéhung, die Tachykardie, die nervése Ubererregbarkeit, die Schlaf- 
losigkeit, der Exophthalmus, die rasche Ermiidbarkeit, die Neigung 
zu SchweiBausbriichen, die Entwasserung des Organismus, die Darm- 
stérungen, die Hyperthermie und die Thermophobie usw. — all diese 
Symptome kénnen durch den Modellversuch am Tiere ziemlich getreu 
wiedergegeben werden. Diese Befunde haben zur Abgrenzung des 
Begriffes ,,Hyperthyreoidismus“ sehr viel beigetragen. Aber in der 
Medizin ist ein Experiment nur dann erst vollwertig, wenn es uns nicht 
nur die Krankheitserzeugung erméglicht, sondern zugleich auch auf 
Wege zur Krankheitsbekampfung fiihrt. In dieser Beziehung kann 
die kiinstlich hervorgerufene Schilddriisenintoxikation noch wertvolle 
Dienste leisten. 

Eine so schwere und so vielseitige Schadigung, wie die Hyper- 
thyreose, welche fast kein einziges Organsystem im Kérper verschont, 


welche die Tatigkeit der Bindegeweb:zelle fast eben so stark wie die 
der Nerven-, Driisen- oder Muskelzelle angreift und verdndert, eine 
solche Umstellung des ganzen Haushaltes laBt sich durch ein einziges 
Medikament kaum erfolgreich bewirken. Es gibt einige Praparate, 
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welche in der Basedow-Therapie benutzt werden, welche eine gewisse 
Beruhigung des Nervensystems, eine bestimmte Besserung des Stoff- 
wechselzustandes herbeifithren, doch handelt es sich gewéhnlich um 
‘Teilerfolge, mit denen man sich nicht immer zufrieden geben kann. 
Arzneien, welche eine allgemeine Veranderung des hyperthyreotischen 
Zellzustandes und der Zellreaktion bewirken, sind bis jetzt unbekannt 
geblieben. Will man letzteres erreichen, so mu man sich nach anderen 
Hilfsmitteln umsehen, und man wird bald feststellen, daB sich durch 
passende Nahrungswahl sehr viel erzielen laBt, auf jeden Fall viel mehr, 
als durch irgendeinen anderen bis jetzt vorgeschlagenen Eingriff. Wie 
bereits in den friiheren Mitteilungen berichtet!, ist es méglich, Nahrungs- 
mischungen zusammenzustellen, welche die experimentelle Hyper- 
thyreose abschwachen. Der nahere Mechanismus derartiger Heil- 
nahrungen ist noch nicht abgeklart. Experimentelle Befunde machen 
es aber wahrscheinlich, daB durch die spezifische Ernaihrungsart die 
natirliche, jeder Zelle eigentiimliche Abwehrkraft gegen die Schild- 
driisenintoxikation gehoben wird. 

Fir das normale Vorhandensein solcher antithyreoidaler Zell- 
eigenschaften sprechen: a) das oftmalige Versagen selbst hoher Schild- 
driisendosen beim gesunden Menschen oder beim normalen Tiere; 
b) das Fehlen der Schilddriivenwirkung im Beginn der Hyperthyreoidi- 
sation; c) das starkere Hervortreten regulatorischer, gegen die Schild- 
driisenschadigung gerichteter Stoffwechselvorgange im Laufe der 
experimentellen (und zum Teil auch der genuinen) Hyperthyreose. 
Derartige Abwehrvorrichtungen des Organismus gegen eine tber- 
miBige Wirkung des Schilddriisenhormons sind kaum zu_ leugnen. 
Ihr Nachweis wurde in den friiheren Arbeiten naher diskutiert. Ob 
die Kérperzellen ihnliche Schutzvorrichtungen auch gegentiber anderen 
Hormonen besitzen, ist nicht erwiesen, aber sehr wahrscheinlich. Beim 
Schilddriiseninkret liegen die Verhaltnisse insofern giinstig, als diese 
Immunitatswirkungen relativ stark ausgeprigt und leicht zu_beein- 
flussen sind. Einer der Hauptsitze dieser Abwehrkrafte scheint die 
Leber zu sein (vgl. erste Mitteilung). Durch die hier und in den friiheren 
Arbeiten beschriebene Ernahrungsart wird die Leber in die Lage ver- 
setzt, ihre regulatorische Funktion lange Zeit auszuiiben, und die 
Kérperzellen vor der Schilddriisenintoxikation zu schonen. Dadurch 
wird zugleich der verstirkte thyreotoxische Organabbau und der 
erhéhte Chertritt der verschiedenen Zellabbauprodukte in den Kreislauf 
abgeschwacht oder fast ganz verhiitet. Ein Teil der bekannten hyper- 
thyreotischen Nebenerscheinungen dirfte durch solche in unphysiologi- 
schen Mengen auftretenden Zerfallsprodukte verursacht sein. Wird 


1 Vgl. diese Zeitschr. 228, 164ff., 1930. 
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nun vermittelst der besonderen Ernahrungsart diese Organzerlegung 
verlangsamt, so gewinnt die Leber Zeit und zugleich Méglichkeit, die 
schadlichen Stoffwechselprodukte griindlicher zu beseitigen. = Wir 
miissen somit der Leber im Kampfe mit der Hyperthyreose eine doppelte 
Aufgabe zuschreiben: erstens die Entgiftung des Schilddriisenhormons ; 
zweitens die Verarbeitung der vermehrten und zum Teil vielleicht 
abnormen Organabbauprodukte. 

Wenn wir hier nochmals die Rolle der Leber besonders hervorheben, 
so geschieht es nicht nur der groben Bedeutung dieser Stoffwechsel- 
statte wegen, sondern auch deshalb, weil wir an der Leber besser als an 
einem anderen Organ imstande sind, die hyperthyreotischen Stoff- 
wechselstérungen und ihre Beeinflussung nachzuweisen. Hatten 
wir vielseitigere Hilfsmittel, so kénnten wir auch den Einflub der 
Ernahrungsart auf die hyperthyreotischen AbwehrmaBnahmen der 
anderen Organe naher umschreiben. Es ware sehr lehrreich, die Ver- 
anderungen des Herzens, des Nervensystems, sowie ganz besonders 
der innersekretorischen Driisen kennenzulernen. Méglicherweise beruht 
der giinstige EKinfluB der hier gewaihlten Ernahrungsart auf der dadurch 
erzielten Schonung der Hormondriisen, welche sonst bei der Hyper- 
thyreose stark in Mitleidenschaft gezogen werden. Es ist sogar nicht 
ausgeschlossen, daB gerade darin ebenso wie in der Hebung der Leber- 
funktion ein Teil des Geheimnisses der Ernahrungsbehandlung zu suchen 
ist. Einige neuerdings gewonnene experimentelle Befunde wirden sich 
auf diese Weise am besten erkliren lassen. 

Die in den vorliegenden Versuchen benutzte Nahrung 3 ist in 
ihrer Zusammensetzung der bereits beschriebenen Nahrung 2 ziemlich 
ahnlich und unterscheidet sich von derselben durch den Gehalt an C- 
und E-Vitamin. Das C-Vitamin spielt im normalen Stoffwechsel det 
Ratte keine groBe Rolle. Wahrend der Hyperthyreose sollte aber 
dieses Vitamin nicht vermiBt werden. Von noch gréBerer Bedeutung 
scheint das E-Vitamin zu sein, das zum Teil auch noch A-Wirkungen 
besitzt. 

Sowohl bei Anwendung von Thyroxin als auch von Burroughs 
Wellcome-Schilddrisentabletten tritt der EinfluB der Ernaihrung seht 
scharf zutage. Die Vergiftung mit taglich 0,2 mg Thyroxin subcutan 
fiihrt bei gewohnlicher Milch-Brot-Vegetabilienernahrung zu einem 
sehr schweren Zustande mit iiber 100°,iger Grundumsatzsteigerung, 
Abmagerung, Tachykardie, Neigung zu heftigen SchweiBausbruchen usw. 
Allermeistens sind die Tiere nicht lebensfihig und gehen friiher oder 


spater ein. Demgegeniber ist es bei Fiitterung mit der Nahrung 3 
moglich, die Ratten, trotz taglicher Zufuhr von 0,2, 0,3, 0,5 mg Thyroxin, 
monatelang am Leben zu erhalten. Der Grundumeatz steigt langsam 
an und erreicht selten sehr hohe Werte. Wichtiger ist aber die Tatsache, 
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da selbst bei hohem Grundumsatz der Zustand doch nicht gefahr- 
drohend ist. Alle Nebenerscheinungen sind stark gemildert. Selbst 
redend kommen auch hier inaividuelle Unterschiede zum Ausdruck, 
indem die einen Tiere sich auf eine Grundumsatzerhéhung von 30 bis 
40°, einstellen, dabei aber keine auffallenden Vergiftungserscheinungen 
aufweisen. Bei den anderen Tieren kénnen die Hyperthyreoidisations- 
svymptome noch weiter unterdriickt werden. Die Grundumsatzsteigerung 
liegt dann innerhalb des gewoéhnlichen Fehlerbereiches von + 10, 

15°, die Tiere zeigen auch sonst ein normales Verhalten und nehmen 
an Gewicht zu. 

Es sei noch auf folgendes hingewiesen. Neben der Ernahrungsart 
ist auch der Grad der Hyperthyrecidisation von einer gewissen Be- 
deutung, indem die antithyreoidalen Zellkrafte im Laufe der Schild- 
driisenbehandlung starker werden. Man kann den Tieren gegen Ende 
des Versuchs viel eher héhere Hormonmengen zumuten, als etwa zu 
Beginn der Hyperthyreoidisation. Bei ausgepragter Hyperthyreose 
kommen eben die regulatorischen Vorginge zum Ausdruck, von denen 
in dieser und in den fritheren Arbeiten die Rede war (vgl. z. B. Ta- 
belien LIT und 1V im experimentellen Teile). Eines muB aber betont 
werden: die Tiere bleiben so lange widerstandsfahig gegen das Thyroxin, 
so lange sie spezifisch ernihrt werden. Weglassen dieser Nahrung und 
Ubergang zur gewéhnlichen Fiitterung wahrend einiger Tage bringt 
bei Fortdauer der Thyroxinzufuhr die schweren Vergiftungserscheinungen 
zum Ausdruck (vgl. Tabelle III). Andererseits sieht man folgendes: 
man kann die Tiere zuerst bei ihrer gew6hnlichen Laboratoriumskost 
mit Thyroxin oder mit Thyreoidea vergiften und auf der Hohe der 
Intoxikation die Nahrung 3 geben. Trotz ununterbrochen fortgesetzter 
Zufuhr des Hormons werden die bedrohlichen Stérungen abgeschwacht 
(vgl. Tabellen III, V, VI, VII, VIII). Beide Erscheinungen, d. h. das 
starke Hervortreten der Hyperthyreose beim Weglassen der spezifischen 
Ernahrung, sowie umgekehrt das Nachlassen oder Verschwinden der 
Intoxikation beim Ubergang zur Nahrung 3, treten mit groBer, fast nie 
versagender RegelmaBigkeit auf. Vorbedingung des Erfolges ist die 
gentigende Nahrungsaufnahme durch die Tiere. In den spiten Stadien 
der Hyperthyreoidisation liegt der Appetit oft sehr darnieder, man ist 
dann manchmal genétigt, zur Zwang:fiitterung tiberzugehen. Auf diese 
Weise ist es aber gewoéhnlich nicht méglich, die nétigen Nahrungs- 
mengen einzuverleiben. In derartigen Fallen mu8B natiirlich auch die 
Wirkung der Diit gering sein, sie ]4Bt sich aber auch unter diesen 
ungiinstigen Umstinden nachweisen. Auf jeden Fall lehren die nach- 
folgenden Versuche unzweideutig, daB die Thyreoideawirkung einzig 
und allein auf dem Ernahrungswege verstirkt oder abgeschwacht 
werden kann. 
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Zur selben SchluBfolgerung berechtigt auch die Verfolgung des 
Glykogenstoffwechsels der Leber und des Muskels. Wahrend sonst 
nach Schilddriisen- oder Thyroxinzufuhr die Glykogenaufnahmefahig- 
keit dieser Organe starken Schaden leidet, vermochte in den vorliegenden 
Ernahrungsversuchen selbst die monatelange Schilddriisenhormon- 
zufuhr nicht, die Glykogenablagerung in der Leber oder im Muskel 
merklich zu stéren, geschweige denn aufzuheben (vgl. Tabelle IX). 


Experimenteller Teil. 


Die Gaswechselversuche an der Ratte wurden nach der bereits mehr- 
tach beschriebenen Methode von Haldane ausgefiihrt. Die Versuchs- 
anordnung blieb im allgemeinen unverandert, nur wurde die Grundumsatz- 
bestimmung nicht bei der kritischen, sondern nahe der kritischen Tem- 
peratur (28°) ausgefiihrt. Die Durchschnittstemperatur schwankte zwischen 
23 und 24°C. Bei der ausgesprochenen Thermophobie der hyperthyreoidi 
sierten Ratten erweist sich die Temperatur von 28°C zu hoch, sie wird 
von den Tieren meist ganz schlecht ertragen. Es kommt zu einer stark 
angestrengten Lungen- und Herztitigkeit, zu ausgiebigen Schweib- 
ausbriichen, so daB der wahre Grundumsatz nicht bestimmt werden kann. 
Dieser Befund kann auch so gedeutet werden, da8 unter dem EinfluB der 
Hyperthyreoidisation die kritische Temperatur eine Verschiebung nach 
unten erfahrt. sie diirfte dann bei 25 bis 26°C liegen. Infolgedessen ist es 
richtiger. bei der experimentellen Hyperthyreose die  Grundumsatz- 
bestimmungen bei dieser Temperatur auszufiihren. 


Eine weitere methodische Verbesserung betrifft die Verwendung eines 
mit Atznatron versetzten Natronkalkes. Bei der starken Zunahme 
der Kohlenséureausscheidung wahrend der Schilddriisenbehandlung wird 
der Natronkalk sehr rasch verbraucht. Die neuerdings von der Firma Merck 
eingefiihrte F orm der Natronlauge ,,in rotulis’ bietet nun eine gute Méglich- 
keit, die Absorptionskraft des Natronkalkes fiir CO, sehr stark zu erhéhen. 
Man fiillt die Absorptionsflaschen schichtweise abwechselnd mit Natronkalk 
und mit den Natronlaugestiickchen und bekommt auf diese Weise eine 
Mischung, welche bei taglich fiinfstiindiger Benutzung mehrere Wochen 
brauchbar bleibt. Hinter der ersten Flasche mit Natronkalk -- Natronlauge 
kommt eine zweite, ganz gleich gefiillte kKlasche. Auf diese Weise kénnen 
CO,-Verluste vermieden werden. 


Die benutzte Nahrung 3 hatte folgende Zusammensetzung : 
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A. Versuche mit Thyroxin. 
1. Thyroxinversuche bei gewéhnlicher Ernahrung. 

Der Kiirze und Ubersicht halber sollen diese Kontrollversuche summa- 
risch besprochen werden. Es handelt sich um sechs Tiere, welche taglich 
mit 0,2mg Thyroxin subcutan behandelt wurden. Wenn man von den 
unvermeidbaren individuellen Reaktionsverschiedenheiten absieht, so findet 
man gewohnlich nach etwa 10 bis 12 Tagen der Thyroxinbehandlung eine 
Grundumsatzerhéhung von rund 40 bis 50°,. Im Laufe der nachsten 10 bis 
15 Tage verdoppelt sich diese Zahl, so daB man eine Grundumsatzsteigerung 
von 80 bis 100°, erhalt. In einigen Fallen gehen die Werte noch weite: 
herauf, bei der Ratte Nr. 1 z. B. bis auf + 160°, in anderen Fallen bewegt 
sich die Grundumsatzsteigerung um etwa 100°, herum. Gleichzeitig treten 
die bekannten Vergiftungserscheinungen auf, die Tiere beginnen abzusterben. 
Von den sechs hier benutzten Kontrolltieren sind zwei innerhalb von 16 bis 
25 Tagen eingegangen. 

U bersichtstabelle. 
Kontrolltiere. Verlauf der Grundumsatzerhéhung in Prozenten bei tagliche 
subcutaner Injektion von 0,2 mg Thyroxin. (Ratten.) Ernahrung: viel Milch, 
Brot, Vegetabilien. 





Tage nach Beginn a ee ae a : , <i. = 
der Thyroxin- Ratte Nr.1 Ratte Nr.2 Ratte Nr.3  Ratte Nr.4 Ratte Nr.5 Ratte Nr. 6 


injektionen %y 0\5 %Jpg Jo %lo 
Nach 3 Tagen + 23,1 + 35 + 24.1 
. 2 + 36 
i S « + 28.1 + 27.5 + 24,2 
- = + 49,7 
« -  « + 29.6 + 40,6 + 414 
x +3 + 503 + 67,0 + 35,3 
te oa + 45,1 + 46,8 
‘i Jae + 7385! + 32,5 + 68,7 
i. ae 
Ss ae + 39,1 + 88,2 + 62,1 
ee 6 + 97,8 + 58,8 + 73,6 
| ~ + 82,7 + 50.6 
se ee +1021 +468 + 69,1 
= = + 67,1 + 105.9 
i stirbt + 56,8 
a eo + 81,5 
> ae +1128 +41 + 72,3 
— 2 
i J.  -o + 51,7 + 68,3 + 86.9 
Seo eRe + 160,3 
we oe + 57.8 61,2 
ee + 104,2 + 94 
— a stirbt + 59.3 + 55 
ae “ 
-— + 73,5 + 62 
» B , 


2. Thyvroxinversuche bei Fiitterung mit Nahrung 3. 


Vergleichen wir damit den in der Tabelle I niedergelegten Versuchs- 
verlauf nach taglich wiederholter Thyroxininjektion. Hier wurde meistens 
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ebenfalls 0.2 mg Thyroxin pro Tag eingespritzt, an einzelnen Tagen 
erhielt das Tier 0,3 mg, an anderen Tagen wurden 0,1 mg eingespritzt. 
Im ganzen erhiclt das Tier im Laufe von 24 Tagen 4,.83mg Thyroxin 
subcutan. Die Grundumsatzerhéhung ist geringer als bei den Kontroll- 
tieren; der maximale Wert von + 58,5°, ist nach dreiwéchentlicher 
Thyroxininjektion erreicht, wahrend man bei tblicher Ernahrungsweise 
nach dieser Zeitdauer die Grundumsatzerhéhung etwa 75 bis 90°. be- 
tragt. Das Tier ist weiter lebensfihig, es wird fiir einen Glykogen- 
versuch getétet. 


Das Tier der Versuchstabelle Il zeigte einen verzégerten Anstieg 


der Grundumsatzerhéhung. Dieselbe betragt nach 10 Tagen -- 27,6°,, 
geht aber nach 19 Tagen auf + 79°, herauf. Das Kérpergewicht hat 


keine Veranderung erlitten. Auch bei diesem Tiere wird der Versuch 
am 3. September abgebrochen. Das Tier betindet sich in einem relatiy 
guten Zustande, es wird am 3. September fiir einen Glykogenversuch 
getotet. 


Viel beweisender wird der EinfluB der Nahrung 3, wenn man 
die Versuche nicht friihzeitig abbricht (wie in den Tabellen I und I1), 
sondern auf eine langere Zeitdauer ausdehnt. Einen solchen Versuch 
enthalt die Tabelle II]. Nach 27 Tagen der Thyroxinbehandlung steigt 
der Grundumsatz um + 64°,, das Tier ist dabei zwar aufgerect, 
aber die Tachykardie, die Neigung zum Schwitzen, die Abmagerung usw. 
fehlen. 

3esonders bemerkenswert ist in diesem Versuch die Selbstregu- 
lation des Stoffwechsels, die fast bei jeder experimentellen Hyper- 
thyreose angedeutet ist, die aber bei iiblicher Ernahrung niemals einen 
solchen Umfang annimmt. Diese Abwehrkrafte wurden durch die hier 
vorliegende Ernahrungsart soweit gehoben, da®B das Tier nach der 


Grundumsatzsteigerung von + 64°, am 1. September bereits am 
3. September eine ganz ausgesprochene Besserung aufweist, indem 
wir an diesem Tage eine Kalorienzunahme von bloB — 26°, antreften. 
DaB es sich dabei nicht um einen Zufallsbefund handelt, beweisen die 
Grundumsatzwerte der nachfolgenden Tage: + 14, + 24, +8 +34, 
+ 16.7, +-21,5°,4. Eine solche .,Stoffwechselkrise’*, wie sie hier am 
1. September mit der Grundumsatzerhédhung von -+- 64°, vorlag, ist 


nicht selten von sehr groBem Nutzen. Dieselbe leitet oft eine Besse- 
rung ein, ganz besonders, wenn die dadurch mobil gemachten inneren 
Mechanismen durch exogene Faktoren, wie z. B. passende Ernaihrungsart, 
unterstiitzt werden. Die nun erzielte ,,Thyroxinfestigkeit’* kommt auch 
darin zum Vorschein, daB8B nun das Tier bedeutend gréBere Thyr- 
oxinmengen ertrigt. Es werden jetzt dem Tiere taglich 0,3, 0,4, 0.5 
bis 0,8 mg Thyroxin einverleibt. Der Stoffwechsel laBt sich auf diese Weise 
auf + 65,5 und + 69°) erhéhen, bleibt aber auf diesem Niveau bloB 3 Tage 
lang, indem nun wieder die Selbstregulation kraftig einsetzt. Wir finden 
bald darauf einen Abfall auf + 29,7 und + 42°,. Das auBere Verhalten 
des Tieres ist ganz normal. 


DaB es sich auch hier um keinen Zufall, sondern um den Einflu8 der 
Nahrung 3 handelt, geht aus der Versuchswoche 6. bis 13. Oktober hervor. 
Hier erhielt das Tier gewéhnliches Futter, viel Milch, Brot und Vegetabilien, 
daneben wie friiher taglich Thyroxin subcutan. Bereits am dritten Tage 
tritt das Schwitzen des Tieres auf. die Grundumsatzerhéhung ist + 53° 
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In den fiinf nichsten Tagen betrigt dieselbe + 96 und + 91%, zugleich 
tritt das Bild der Intoxikation in aller Scharfe auf. Darauf wird wieder 
die Nahrung 3 verfiittert, der Grundumsatz sinkt nach 3 Tagen auf + 49°,, 
das Tier ist sichtbar ruhiger geworden. Trotz Weitergabe von 0,3 mg 
Thyroxin pro Tag nimmt die Kalorienbildung ab, sie sinkt zuletzt auf 
+ 29,7%, samtliche Vergiftungssymptome schwinden. Das Kérpergewicht 
des Tieres ist wihrend der Woche mit der iiblichen Kost von 201 auf 169 g 
gesunken, stieg dann beim Ubergang zur Nahrung 3 wieder auf 205g an 
und blieb bei etwa 200g stehen. Der ganze Hyperthyreoseversuch verlief 
hier im Zeichen der Ké6rpergewichtszunahme (von 144g zu Beginn auf 
198 g am SchluB des Versuchs), was bei normaler Ernéhrung nie der Fall 
ist. Die Thyroxinbehandlung dauerte 91 Tage, das Tier erhielt insgesamt 
24,7 mg Thyroxin subcutan. 


Beim Tier der Tabelle 1V finden wir die gleichen Regulations- 
erscheinungen gegeniiber der abnormen Stoffwechselstérung, nur sind 
hier die absoluten Zahlen des Kalorienumsatzes niedriger. Die maximale 
Grundumsatzerhéhung wird am 18. Tage der Thyroxinbehandlung erreicht, 
sie betragt 47°. Zugleich ist das Tier stark aufgeregt und schwitzt leicht. 
Darauf beginnt die spontane Senkung des Grundumsatzes und erreicht 
den Minimalwert von + 16°, wobei das normale Verhalten des Tieres 
zuriickgekehrt ist. Die Kalorienbildung ist im Durchschnitt um etwa 
25°, erhéht. Bei dieser Stoffwechsellage konnte das Tier taglich 0.3 mg 
Thyroxin ohne besonders schwere Stérung entgiften. Es wurden dann 
groBere Thyroxinmengen eingespritzt, 0,4, 0,5 und sogar 0,8 mg im Tag. Der 
Grundumsatz ging rapid herauf von 43 auf 112°, ; als darauf wieder 0,2 mg 
im Tag eingespritzt wurden, sank die Kalorienbildung, zuletzt auf + 41°. 
Das Tier hat sich gut erholt, die FreBlust ist aber gering. Bei normaler 
Nahrungsaufnahme ware ein noch tieferes Sinken des Grundumsatzes zu 
erwarten. Das Tier erhielt insgesamt im Laufe von 60 Tagen 14,8 mg 
Thyroxin subcutan. 


B. Versuche mit Schilddriisentabletten bei normaler Erndhrung und bei 
Fiitterung mit Nahrung 3. 


Die Versuche der Tabellen V bis VIII sind nach einem einheitlichen 
Plan durchgefiihrt und kénnen gemeinsam besprochen werden. Uberall 
wurde zuerst bei Milch-, Brot-Vegetabilienfiitterung der Grundumsatz 
bestimmt. Darauf erhielten die Tiere bei gleichbleibender Ernahrungsart 
taglich 200mg Schilddriisentabletten von Burroughs Wellcome. Es wurde 
abgewartet, bis das Bild der Hyperthyreose deutlich ausgepragt war. Die 
Grundumsatzerhéhung betrug 50 bis 60°%,, zugleich waren auch die anderen 
Symptome der Schilddriisenvergiftung deutlich ausgesprochen. In diesem 
Stadium wurde ohne Unterbrechung der Schilddriisenzufuhr mit der Ver- 
fiitterung der Nahrung 3 begonnen. Bei allen vier Tieren trat darauf eine 
starke Grundumsatzsenkung und eine Wiederkehr des normalen Zustandes 
ein. Nach einer Schilddriisenbehandlung von 35 bis 36 Tagen betrug beim 
AbschluB des Versuchs die Grundumsatzerhéhung: beim Tier der Tabelle V 
+ 30°, beim Tier der Tabelle VI + 19°,, beim Tier der Tabelle VII 
+ 19,5°%, beim Tier der Tabelle VIII + 10°%,. Ohne Ausnahme zeigten 
simtliche Tiere beim Ubergang zur Nahrung 3 starke Gewichtszunahmen, 
so z. B. um 39, 30, 64, 58 g. 
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Ernaéhrung und Schilddriisenwirkung. LV. 409 


C'. Der Glykogenstoffwechsel der experimentellen Hyperthyreose bei Zufuhr 


der Nahrung 3. 


Ebenso wie die Grundumsatzerhéhung gehért auch der Verlust der 
Glykogenbildungsfahigkeit der Leber zu den wichtigen und ganz regel- 
maéBigen Begleiterscheinungen der Schilddriisenvergiftung. Man kann 
deshalb an Hand des Glykogenstoffwechsels ein Urteil iiber die Aktivitat 
eines Schilddriisenpraiparats oder einer Schilddriisenbehandlung gewinnen. 
Es wurden nun Glykogenversuche bei Fiitterung mit der Nahrung 3 an- 
geschlossen. Die eine Gruppe der Tiere erhielt Schilddriisentabletten von 
Burroughs Wellcome, die andere Gruppe subcutane Injektionen von Thyroxin. 
In den Glykogenversuchen 259 bis 262 wurden die Tiere zuerst 15 Tage 
lang bei Milch-, Brot-Vegetabilienernahrung mit Schilddriise behandelt. 
Die Glykogenfixation der Leber wird dabei mit Sicherheit aufgehoben, 
dazu geniigt sogar eine Schilddriisenverfiitterung von 8 bis 10 Tagen. 
Vom 16. Versuchstage an erhielten die Tiere die gleichen Schilddriisen- 
mengen, aber an Stelle von Milch, Brot, Vegetabilien die Nahrung 3. Diese 
Behandlung dauerte weitere 19 Tage. Darauf wurden die Tiere nach Zucker- 
zufuhr getétet. Ohne Ausnahme wurden in der Leber normale Glykogenwerte 
gefunden. Der Gehalt an Muskelglykogen war ausnahmslos erhéht. Die 
gleichen Tiere dienten zu den in Tabellen V, V1, VIL und VIII beschriebenen 
Gaswechselversuchen. Ein Vergleich dieser Tabellen mit der Tabelle IX 
zeigt, daB die beim Ubergang zur Nahrung 3 eingetretenen allgemeinen 
Besserungen mit der Wiederherstellung der Glykogenfunktion parallel 
gehen. Auf diesen Zusammenhang zwischen der Unversehrtheit des Glykogen- 
stoffwechsels und der gesamten Schilddriisenintoxikation wurde in den 
friiheren Arbeiten mehrfach hingewiesen. 

Die Versuche 269 bis 271 haben die gleiche Versuchsanordnung, nur 
wurde hier die Nachbehandlung mit der Nahrung 3 bloB 7 Tage lang fort- 
gesetzt. Diese Zeit war etwas zu kurz, um die Glykogenbildungsfahigkeit 
der Leber volistandig wiederherzustellen. Das Tier Nr. 269 vermochte 
kein Leberglykogen abzulagern; das Tier Nr. 270 stapelte etwa die Halfte 
der normalen Glykogenmenge, das Tier Nr. 271 wies einen fast normalen 
Glykogenwert auf. Auch hier waren die Zahlen fiir das Muskelglykogen 
durchwegs erhéht. 

Die Thyroxinversuche geben iiber den Muskelglykogenstoffwechsel 
geniigende Auskunft, das Leberglykogen wurde nur in zwei Fallen verfolgt, 
die Leber der beiden anderen Tiere diente der A-Vitaminbestimmung. Man 
findet selbst nach dreimonatlicher Thyroxinbehandlung und Fiitterung 
mit Nahrung 3 Muskelglykogenwerte von 0,20 bis 0,33°,. Normale Tiere 
enthalten rund 0,2°, Muskelglykogen, mit Thyroxin vorbehandelte Tiere 
0,03 bis 0,06 °,, Muskelglykogen. In den Versuchen 267 und 286 mit kiirzerer 
Thyroxinbehandlung (14 bis 29 Tage) findet man ebenfalls erhéhte Muskel- 
glykogenwerte. Man ersieht. daB durch die Nahrung 3 die thyreotoxische 
Glykogenschadigung abgeschwacht oder ganz vermieden wird. 


Zusammenfassung. 


1. Durch eine geeignete, naiher beschriebene Ernahrungsart ist 
es im Tierversuch méglich, die Wirkung der Schilddriisentrocken- 
substanz oder des Thyroxins sehr stark abzuschwichen. Auf diese 
Weise konnten Ratten 2 und 3 Monate lang taglich mit Thyroxin be- 

Biochemische Zeitschrift Band 242. 97 
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handelt werden. Die GrundumsatzerhOhung betrug zuletzt bloB 30 bis 
40°, die tibrigen Hyperthyreoidisationserscheinungen waren ebenfalls 
schwach ausgepragt. 

Kine bei wblicher Ernahrung hervorgerufene Schilddriisenintoxi- 
kation wird beim Ubergang zu der hier beschriebenen Ernahrungsart 
trotz fortgesetzter Schilddriisenzufuhr gemildert. Der Grundumsatz 
geht herunter, die Tachykardie wird gebessert, die nervése Uber- 
erregbarkeit nimmt ab, das Kérpergewicht steigt an. 

2. Der EinfluB der Ernahrungsart auf den Verlauf der Schild- 
driisenvergiftung kann auch am Beispiel des Glykogenstoffwechsels 
verfolgt werden. Bei der benutzten Ernahrungsart bleibt die Glykogen- 
bildungsfahigkeit der Leber und des Muskels selbst bei wochen- und 
monatelanger Schilddriisen- bzw. Thyroxinzufuhr erhalten, wahrend 
bei ublicher Ernahrungsart nach einer sechs- bis achtmaligen Schild- 
driisen- bzw. Thyroxineingabe die Glykogenfixation entweder stark 
abgeschwacht, oder fast ganz aufgehoben ist. 

3. Es wird angenommen, daB dank der besonderen Zusammen- 
setzung der benutzten Nahrung die physiologisch vorhandenen anti- 
thyreoidalen Schutzkrafte des Organismus gestarkt werden. _ Ins- 
besondere wird dabei an die Rolle der Leber und der inkretorischen 


Driisen gedacht. 

4. In methodischer Hinsicht wird empfohlen, bei den Respirations 
versuchen nach Haldane dem Natronkalk festes Atznatron (in Form 
von Natr. hydr. in rotulis Merck) zuzusetzen. Die Sicherheit der CO,- 
Absorption wird auf diese Weise erhéht. 











n 


n 








Ernihrung und Schilddriisenwirkung. 


V. Mitteilung: 
Zur Frage der Fleischwirkung bei der experimentellen Hyperthyreose. 


Von 


1. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 25. September 1931.) 


Kiner alten Erfahrung gemaB, wird das Fleisch aus der Ernahrung 
des Basedowikers fast ganz ausgeschaltet. In etwas reichlicheren 
Mengen genossen, kann es unter Umstanden beim hyperthyreoidisierten 
Menschen unangenehme Verschlimmerungen hervorrufen. Wie in so 
vielen anderen Teilfragen der Hyperthyreose, ergibt sich auch hier 
eine gute Ubereinstimmung zwischen der klinischen Beobachtung 
und dem Tierexperiment. Mit Fleisch gefiitterte Tiere ertragen die 
Schilddriisenzufuhr schlecht und gehen oft rasch zugrunde!. Diese 
Erfahrungen haben der weiten Verbreitung der Auffassung von der 
besonderen Schadlichkeit des EiweiBes bei der Hyperthyreose ganz 
wesentlich beigetragen. DaB beim experimentellen Hyperthyreoidismus 
selbst eine reiche Zufuhr eines passenden Eiweibes monatelang gut 
ertragen wird, wurde in den friiheren Abhandlungen bewiesen. Selbst- 
redend muB eine solche Nahrung neben dem EiweiB gewisse Bestandteile 
enthalten, welche geeignet sind, den gesteigerten Stoffumsatz zu ent- 
lasten. Dazu gehéren bestimmte Kohlenhydrate, einige tierische fett- 
haltige Substanzen, sowie die Vitamine. Aufgabe der vorliegenden 
Untersuchung war, zu priifen, ob es mdéglich ist, durch eine ent- 
sprechende Nahrungszusammensetzung die so schadlichen Wirkungen 
des Fleisches abzuschwachen. Dieses ist tatsichlich in weitem Mabe 
der Fall. Trotz reichlicher Fleischzufuhr fielen in den nachfolgenden 
Versuchen der Grundumsatz und die allgemeine Hyperthyreoidisation 
schwacher als bei iiblicher Ernihrung aus. Es mu aber zugegeben 
werden, daB die Wirkung des FleischeiweiBes nicht so giinstig wie die 
des Caseins ist. Aber die toxische Wirkung des Fleisches war gréBten- 


1 Vgl. E. Abderhalden u. E. Wertheimer, Pfliigers Arch, 218, 328, 1926. 
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teils beseitigt. Man kann sich deshalb nochmals fragen, ob die Lehre 
von der Schadlichkeit des EiweiBes bei der Hyperthyreose so starr 
und so dogmatisch weiter gelten soll. Bei der alteren Ernahrungsart, 
die ganz anders aufgebaut war, konnten die schadlichen Wirkungen 
irgendeines Nahrungsstoffes scharfer zur Geltung kommen. Aber 
seitdem haben wir gelernt, manche Ernahrungsfehler zu verbessern. 
In diesem Sinne sollen auch die vorliegenden Versuche gedeutet werden. 
Sie sollen nur zeigen, wie bedeutungsvoll eine rationelle Ernahrung 
bei der Hyperthyreose ist und wie dabei selbst hewuBte Unzulanglich- 
keiten der Nahrungszusammensetzung tberwunden werden kénnen. 

Das ganze Problem der ,,Ernahrung und Schilddriisenwirkung™ 
muB von zwei sich einander erganzenden Gesichtspunkten aus be- 
trachtet werden: 1. Welche positive Leistungen wir damit erzielen und 
2. welche schadlichen Einfliisse wir damit vermeiden. Hat das Fleisch 
selbst unter normalen Bedingungen neben den positiven auch gewisse 
negative Wirkungen, so ist es klar, daB dieselben sich beiciner so schweren 
Stoffwechselstérung wie die Hyperthyreose deutlicher zeigen miissen 
Durch eine fast radikale Beseitigung des Fleisches sowie tiberhaupt 
des EiweiBes aus der Basedowkost schaltet man die Gesamtwirkung 
desselben aus. Durch eine Uberwachung des gesamten Ernahrungs- 
systems und durch die vermehrte Zufuhr gewisser Nahrungsbestandteile, 
wie tierische Lipoide, Vitamine usw. ist es aber méglich, die ungiinstigen 
EiweiBwirkungen (darunter auch teilweise die des Fleisches) zu ver- 
decken, ohne die niitzlichen abzuschwachen. Dieser Weg ist theoretisch 
wie praktisch aussichtsvoller. Fir seine Berechtigung sprechen auch 
die Glykogenversuche. Wahrend der Fiitterung mit der fleischhaltigen 
Nahrung 5 wurde die Glykogenablagerung in der Leber trotz Thyroxin- 
zufuhr nicht aufgehoben. Das Muskelglykogen erlitt tiberhaupt keine 
Veranderung. Giinstigere Resultate wurden erzielt, als die Tiere 
bereits einige Tage vor der Thyroxinbehandlung die Nahrung 5 
erhielten. In diesem Falle wurden auch in der Leber normale oder 
fast normale Glykogenwerte gefunden (vgl. die Versuche 272, 274, 275). 


Experimenteller Teil. 


Die hier benutzte Nahrung 5 hatte folgende Zusammensetzung: 


Gekochtes Rindfleisch (mager). . . > » «= Soe 
Reis-Gersten-Hafermehl (zu gleichen Teilen) . . 160g 
ee ee 
Lebertran . . . ite eRe wee. 
Me Collums Salamischung . io ee ee 
Gemiisepulver (,,Veguva‘‘ W ander) <<. ee 
Ca-Lactat . .. . oe ae ae, 
Extrakt aus W eisenkeimiingen a ke oe ee &¢g 


a a 
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AuBerdem erhielt jedes Tier taglich 0,5g Hefe und 1,5 bis 2,0 cem 
rohes Eigelb. Die Nahrung enthélt etwa 30°, gekochtes Fleisch und kann 
somit als eiweiBreich bezeichnet werden. 


1. Gaswechselversuche. 


Zu den Versuchen dienten vier mannliche Ratten. Sie reagierten auf 
die Thyroxinzufuhr und auf die Nahrung 5 in etwas verschiedener, indi- 
vidueller Weise, doch ergibt sich ein ziemlich einheitliches Bild von den 
Vor- und Nachteilen der hier benutzten Ernahrungsart. Die Vorteile gegen- 
iiber der iiblichen Milch-, Brot-. Vegetabilienernahrung bestehen in einer 
betrachtlichen Milderung der Thyroxinwirkung. Im Gegensatz zu den 
friiheren Versuchen wurden hier gréBere Thyroxinmengen (0,3 und 0,5 mg) 
taglich eingespritzt. Trotzdem war der Stoffwechseleffekt bedeutend 
geringer als bei normaler Ernahrungsart (vgl. die Kontrollversuche der 
Mitteilung IV). Der sicherste Beweis fiir die relative Unschadlichkeit 
dieser stark fleischhaltigen Nahrung besteht darin, daB beim Ubergang 
zur allgemeinen Diat die Vergiftungserscheinungen sofort zum Durehbruch 
kamen. Die Versuchstiere wurden vom 6. Oktober an ohne Fleisch, d. h. wie 
iiblich mit Milch, Brot, rohem Gemiise gefiittert. Aber trotzdem kam es 
unmittelbar darauf bei allen Tieren zu einem Anwachsen der Grundumsatz- 
erhéhung, zu einem Verlust an K6rpergewicht, zu Diarrhéen, SchweiB 
ausbriichen, Exophthalmus usw. Nach voller Ausbildung all dieser Er- 
scheinungen erhielten die Tiere wieder die fleisch- und vitaminhaltige 
Nahrung 5. Drei de’selben haben sich gut erholt. Das Tier Nr. 38 (Tabelle [L1) 
vermochte aber die Intoxikation nicht zu iiberwinden, es ging am 17. Oktober 
ein. Es hatte zuletzt gelihmte Hinterextremitaten und eine ganz abnorme 
Aufblahung des Magen-Darmkanals. Die drei iibrigen Tiere aber waren 
ganz gesund. 


Die Uberlegenheit des Caseins gegeniiber dem FleischeiweiB gibt sich 
darin kund, da8B durch die Nahrung 5 der Grundumsatz doch nicht so tief 
heruntergedriickt werden konnte. Die Gaswechselzunahme betrug zuletzt 
(allerdings nach 1'/,monatlicher, ununterbrochener Thyroxinbehandlung) 
40 bis 60°,. Ferner waren die Kérpergewichtszunahmen nicht so aus- 
gepragt wie bei den friiher benutzten fleischfreien Nahrungsmischungen. 
Ebenso nahm die Erholung beim Ubergang von normaler zur fleischhaltigen 
Ernahrung (am 13. Oktober) keinen so schnellen Verlauf. Die Besserung 
war erst nach etwa 1 Woche erkennbar. All dieses spricht dafiir, daB 
bei der Hyperthyreose, wo es auf Schonung und Wiederaufbau an- 
kommt, das FleischeiweiB tatsaichlich wenig angezeigt ist. Dessen 
schadliche Wirkungen kénnen doch, wenn es darauf ankommt, bis zu 
einem erheblichen Anteil abgeschwacht werden. Ausschlaggebend dafiir 
ist die iibrige Nahrungszusammensetzung. 


2. Glykogenversuche. 


Bei den Glykogenversuchen ist es vorteilhaft, die Nahrung 5 bereits 
einige Tage vor Beginn der Thyroxinzufuhr zu geben. Dann kénnen sowohl 
in der Leber wie im Muskel fast normale Glykogenmengen abgelagert 
werden (vgl. Versuche 272 bis 275). Auch hier ist der Gehalt an Muskel- 
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T aby IF 
Ratte, weiB-schwarz, Nr. 36. Thyroxinwirkung bei Fiitterun; 


Temperatur 





Nr. des 
Ver- 
suchs 


2621 
2522 
2523 
2524 
2525 
2526 


2529 
2530 
2531 
2532 


2533 


2534 
2535 


2536 


2537 
2538 
2539 
2540 


2541 


2542 


1930 


29.VII1. 


2. IX. 
4. IX. 
9. IX. 
11. IX. 
16. IX. 
17. IX. 
19. IX. 
19. IX. 
22. IX. 
22. IX. 
25. IX. 
25. IX. 
29. IX. 
29. IX. 
a 2 
cc 
| # 
3. X. 
6. X. 
6. X. 
8 X. 
0. X. 
10. X. 
3. X. 
13. X. 
16. X. 
16. X. 
SD. i. 
a: iz. 
22. A. 
33. a. 
24. X. 
24. X. 
i. 
=. 
29. X. 


Art der Behandlung 


Niichtern 


Mittel . 
und 18. September je 0,2 mg Thyoxin subcutan 
Niichtern : 
20. und 21. September je 0, 2mg Thyroxin subcutan 
Niichtern 
0,5 mg, 23. September 0, 3 mg, 24. September 0,2: mg Thyroxin sub: 
Niichtern : ee 
26., 27. und 28, September ie 0,5 mg T hyroxin ‘subcutan 
Niichtern 
und 30. September je 0, 5 mg Thy roxin subcutan 
Niichtern ; ‘ 
und 2. Oktober je 0,! 5 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern 
4. und 5. Oktober ie 0, 3mg Thyroxin subcutan. 
Niichtern A ol ae ae ee oe ee ee 


Vom 6. September an Fiitterung m: 


und 7. Oktober je 0,5 mg Thyroxin subcutan, niichtern 
und 9. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 

Niichtern 4 

11. und 12. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin sube vutan. 
Niichtern Ghd, We eee 


Vom 13. Oktober 


14. und 15. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 
ag shtern 
18. und 19. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin subcutan 

Nie htern ‘ , 
und 21. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern . . ‘ 
0,5 mg, 23. Oktober 0 .3mg Thyroxin subcutan 
Nochtern , ‘ 

25. und 26. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern ; 
0,5 mg, 28. Oktober 0, '3mg Thyroxin subcutan 
Niichtern 








nit Ne 





R. Q. 


ilch, 
0,737 





E 


0.740 


0,750 


ieder } 


0,745 


0,739 
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Tab lle 
i Fiitterung—pit Nahrung 5. Dauer jedes Versuchs 5 Stunden. 


Temperatugm? bis 23°C. 





























Grandumsatz- 
CO2 O2 Kal. erhéhung in °/, 
- a Koérper- im Vergleich oe = 
-” gewicht | mit dem Mittel- Bemerkungen 
a : werte der 
pro kg und Std. s Normalperiode 
0,730 || 2,28 2,22 7,48 189 
0,731 1,80 1,79 6,03 201 
0,734 2,08 2,06 6,94 199 
0,729 2,31 2.30 7,74 215 
0,726 1,99 1,99 6,70 212 
ie aod 0,744 2,30 2,20 7,44 223 
ttel . 7,55 
Normales Verhalten 
0,726 2,49 2,49 8,37 215 + 10 





0,740 2,30 2,26 7,93 212 + 5 






oxin sub: 






0,750 2,40 2,32 7,84 206 + 3 








0,732 2,83 2,81 9,46 200 + 25,3 









0,729 3,26 3,25 10,9 196 L 44.4 








0,739 3,26 3,21 10,8 184 + 43 











0,734 2,89 2,86 9,63 184 + 27 





tterung mifMilch, Brot, etwas Vegetabilien. 


0,737 3,71 3,65 12,4 183 - 64 Unruhe, Schwitzen 






0,740 3,56 3,49 11.8 181 Diarrhée, SchweiB 


+ 
or 
~ 

oS 


















0,750 3,64 3,52 11,9 174 + 57,6 Exophthalmus, starke Schild- 
driisenintoxikation 











Oktober ieder Nahrung 5. 






| Das Tier ist noch aufgeregt, 
0,745 3,55 3,46 =11,7 178 + 54.5 aber doch ruhiger als am 
| 13. September 
0,739 | 3,13 3,07 = 10,4 190 + 37 Schlaft, ruhig 





0,726 3,13 3,13 10,5 186 + 39 





0,752 3,19 3,08 10,4 190 L 37 Ruhig, normal 





0,734 | 3,11 3,08 10,4 196 + 37 Ruhig, normal 





0.741 3,22 3,15 10,6 189 - 40 Ruhig normal, getétet am 
31. Oktober, Glykogengehalt 
des Muskels = 0,13°,. Vor 
der Tétung keine Zucker- 
zufuhr 
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Tabi |] 
Ratte, weiB, Miannchen, Nr. 37. Thyroxinwirkung bei Fiitterungfflmit Ne 


Temperatugl 22 bis 








Nr. des 

Ver- 1930 Art der Behandlung RK. Q. 

suchs 

2543 29. CY I Shs. sg me oS? Se ds Se ore, ebm te &) WGA: « 0,726 

2544 a = ee ee ee ee ea an we ee 0,726 

2545 rt IX. SS eo ern e.. eared 2 re ee Ee 0,726 

2546 89. IX. ‘* ni eee re ee ae ee ee ees, ile 0,726 

2647 (11. IX. 4 OS ae ar er ee et Sie, ae a ET ee 0,726 

2548 16. 1X. Aa ee eee ee ee he ae ee ear ge 0,726 

Mittel . 

17. 1X. und 18. September je 0,2 mg Thyroxin subcutan 

2549 19. 1X. Niichtern . . . Se RR egies ee 0,726 
19.1X. und 20. September je 0. 2mg Thyroxin subcutan 

2650 21.1X. Niichtern... ee oe ee ee ee ee 0,726 
21.1X. 0,2 mg, 22. September 0,5 5 mg, 23. September 0,3 mg, 24. September 

0,2 mg Thyroxin subcutan 

2551 25.1X. Niic htern ee ae 0,726 
25.1X. 26., 27. und 28. September ie 0,5 mg T ‘hyroxin subcutan 

2652 29.IX. Niichtern.. . ee ae 0,736 
29.1X. und 30. September je 0.5 mg Thyroxin ‘subcutan 

2553 1. X. . Niichtern.. . es ve careers 's 0,730 
1. X. und 2. Oktober je 0,5 mg Thyroxin sube utan 

Sn ae, Ie cs cee ka ew ee ee 0,72€ 
3. X. 4. und 5. Oktober je 0,5 mg Thyroxin subcutan 

2555 G. me SNE a Gk a. Eve WW ee. eS ee ERAS os 0.74% 

Vom 6. Oktober an anstatt der Nahrung Milch, 

6. X.  0,38mg, 7. Oktober 0,5mg Thyroxin subcutan 

2556 8. X. Niichtern... eg ae ee ee eae 0, 73€ 
8. X. und 9, Oktober je 0,3 mg Thyroxin subc utan 

2557 +10. X. = Niichtern . . , Richa x 0,734 
10. X. 11. und 12. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin subeutan. 

ee Mi ES es ee a Ew ee Oe ee 0,745 

Vom 13. Oktober af wieder 

13. X. 14. und 15. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 

2559 «16. X. ~ Niichtern . . ae 0,73¢ 
16. X. 17., 18. und 19. Oktober ie 0.3mg Thyroxin subcutan 

2560 20. X. | Niichtern. . . . ‘ ‘ hee ea a eee 0,71 


20. X. | und 21. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 
a ere a ae ee eee a 0,72! 
22. X. | 0,6mg, 23. Oktober 0,3 mg Thyroxin subcutan FE 
2562 24. X. | Niichtern . . Pts a 528 0,728 
24. X. 25. und 26. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin subcutan 

2563 27. X. | Niichtern . . ee eee , 0,74 
27. X. | 0,38 mg, 28. Oktober 0, mg 1 Thyroxin “subcutan 

2564 29. X. | Niichtern re “— 5 0,728 











ttel . 


September 


» Nahrung 





mit Nahrung 5. Dauer jedes Versuchs 5 Stunden. 


99 bis 23°C. 
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0,726 
(0,726 
0,726 
(),726 
0,726 
0,726 


0.726 
0,726 
0,726 
0,735 
0,739 


0,726 


0.747 


COs 


2,30 
1,89 
2,25 
2,44 
2,18 
2,34 


2,44 


2,70 


3,02 


02 


Kal. 





pro kg und Std. 


2,51 
2,93 
3,21 
3,44 


2,94 


“151 0D 1D =) 
worn ows-) 
on bh wooo 


a, 
~I 
or 


8,20 
9,10 


8,44 
9,89 
10,8 


11,6 


9,94 


Milch, Brot, etwas Vegetabilien. 


0,736 
0,734 
0.749 


3,57 
3,69 


3,69 


3,52 
3,65 


3.58 


wieder Nahrung 5. 


0,734 
0,719 


3,17 
3,44 
3,25 


3,23 


11,9 


12,4 


10,9 


10,8 
11,6 


10,7 


10,8 


Korper- 
gewicht 


£ 


181 


174 
180 


169 


170 


167 


160 


165 


176 


_ 
~] 
or 


_ 
~] 
tw 


183 


178 


Grundumsatz- 
erhéhung in %/, 
im Vergleich 
mit dem Mittel- 
werte der 
Normal periode 


L 60 


+ 39 


+ 39 


Bemerkungen 


Normales Verhalten 





Normales Verhaiten, kein 
Schwitzen 


Normales Verhalten, ruhig, 
kein Schwitzen 


Unruhig, schwitzt 
Unruhig, deut]. Exophthalmus 


Diarrhée, starke Unruhe, das 
Tier liegt wihr. d. Versuchs 


Unruhig, leichter Schweib 


Fast normales Verhalten, kein 
Schwitzen 


Normal 
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Tabelle III. Ratte, weiB-schwarz, Mannchen, Nr. 38. Thyroxinwirkung bei Fiittery, 





I. Abelin: 





Nr. des 
Ver- 
suchs 


2578 


1930 


29. VIII. 


2. IX. 
4. IX. 
9. IX. 
11. IX. 
16. IX. 


17. IX. 
19. IX. 
19. IX. 
21. IX. 
21. IX. 


25. IX. 
25. IX. 
29. IX. 


o& 


10. 
10. 
13. 
13. 
16. 


AK KH x 


16. 


Art der Behandlung 


Niichtern 


Mittel . 

und 18. September je 0,2 mg Thyroxin subcutan 

Niichtern . 

und 20. Sagtentber 3 je 0.2 2mg » Shgvenin - sutan 

Niichtern sete tg : eee SMR a. 6. aS ee 

0,2 mg, 22. September 0,5 5 mg, 23, Septunstes 0,3 mg, 24. September 
0,2 mg Thyroxin subcutan 

Niichtern . ‘ 

26., 27. und 28. Septenier 3 je 0.5 5 mg . ‘Speenten sdunine 

Niichtern 


und 30. September je 0,5mg Thyroxin subcutan 
Niichtern . 


und 2. Oktober je 0,5mg Thyroxin subcutan 
Niichtern 


4. und 5. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern . 


Vom 6. Oktober an an Stelle von Nahrung: 


0,3 mg, 7. Oktober 0,5 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern . 


und 9. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 
Niichtern . ‘ : — 
11. und 12. Oktober je 0. Sen Shgownin ilies sutan 
Niichtern . : 

14. und 15. Oktober je e 08mg Thyvexin wae “en 
Niichtern . 


und 17. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan 


it Nah 





0,723 
0,742 
0,726 
0,730 
0,742 


(,744 


0,770 


0,736 


0,733 


0,734 


filch, 





B 


0,735 











Fiit terung 


ptember 


ahrung | 
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jt Nahrung 5. Dauer jedes Versuchs 5 Stunden. Temperatur 22 bis 23°C. 


, : Grundumsatz- 
COs O» Kal. erhéhung in °'o 
Kirper- im Vergleich 


r.Q. | . an gewicht mit dem Mittel- Bemerkungen 

= . werte der 
pro kg und Std. g Normalperiode 

0,723 2,30 2,31 7,76 176 

0,742 2,05 2,01 6,78 188 

0,726 2,30 2,30 7,72 185 

0,730 2,22 2,21 7,43 194 

0,742 2,07 2,02 l 6,82 182 

0,744 2,33 2,28 | %,71 185 

7,37 

0,757 2,50 2,40 8,11 177 + 10 Normales Verhalten 

0,770 3,00 2,85 9,65 173 + 30,9 Normales Verhalten 

0,757 3,23 3,15 10,5 168 + 42.4 | Unruhig 

0,734 3,84 3,81 12,8 166 + 73,6 Starker SchweiB, Unruhe, 
Schwiche 

0,736 3,87 3,82 12,9 164 + 75 Starker Schweif, Unruhe, 
Schwiche 

0,733 4,34 4,30 14,5 153 + 96,7 Empfindlich geg. Luftmangel, 
schwitzt 

0,734 3,71 3,68 12,4 161 + 68,2 Der Zustand des Tieres hat 
sich etwas gebesser 

filch, Brot, etwas Vegetabilien. 

0,735 4.46 4,41 14,9 153 + 102 Sehr starkes Schwitzen, sehr 
unruhig, Diarrhée, Exo- 
phthalmus 

0,758 3,75 3,59 12,2 141 + 65,5 Unruhig, schwitzt 

0,726 4,43 4,43 14,9 138 + 102 Unruhig, schwitzt 

0,774 4,39 4,29 14,5 138 + 96,7 Empfindlich geg. Luftmangel, 
unruhig 








Das Tier stirbt am 17. Ok- 
tober, die Hinterbeine sind 
gelahmt, Darm und Magen 


sind voll mit Gas gefiillt 
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Tabelle IV. Ratte, weiB, Mannchen, Nr. 39. Thyroxinwirkung bei Fiitterung§™" Nah 








Nr. des . 
Ver- 1930 Art der Behandlung RW 
suchs 
a eee oo ee ee 0,734 
2583 2.IX. eteae aki ea ees Stee ee 0,726 
2584 4. IX. a Saha be aaa ge mre Ae a a 0,730 
2585 9. 1X. > Eye die) gc hye ED an re ae ae le es 0,726 
2586 11. IX. m Pee hd, a) ee OG ee te ee ee ee 0,740 
2587 16. IX. ‘ so da ecg 55 ah a SA Ok nt de te OS a ke 0,730 
Mittel . 
17. IX. und 18. September je 0,2 mg Thyroxin subcutan Pet 
2588 19. IX. Niichtern . . . Riel 4 0,426 
19.1X. 20. und 21. September je 0. 2mg Thyroxin subcutan Bisa 
2589 22. IX. Niichtern . . Sule. tae <a 0,734 
22.1IX. | 0,5mg, 23. September 0,3 mg, 24. September 0,2 mg Thyroxin sul ae 
2590 25.1X.  Niichtern . . Boe, i p 9,400 
25.1X.  26., 27. und 28. September je 0,5 mg Thyroxin subcutan |. 
2591 || 29. IX. Niichtern . . . A eee } 0,029 
29. IX und 30. September je 0,5 mg Thyroxin “subcutan re 
2592 || 1. X Niichtern p 0.029 
= # und 2. Oktober je 0,5 mg Thyroxin subc vutan hea 
2593 3. X. Niichtern . . Ste ws + 
3. X. 4. und 5. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin subcutan Pen 
2594 +6. X Niichtern Sen specu tag 0,426 


Vom 6. Oktober an an Stelle def \ehrung 
X. 0,3 mg, 7. Oktober 0,5mg Thyroxin subeutan a 
ee ee ss kw a a we Se HOB 0,433 


8. X. | und 9. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan a 

2596 10. X. | Niichtern . . 0,743 
. 10. X. | 11. und 12. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan | P 

2597 «13. X. = Niichtern . ; ; 0,740 


Vom 13. Oktober anf¥eder ) 


13. X. 14. und 15. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subcutan i 
2598 16. X. Mochtern bs Da 4 0,744 
16. X. 18. und 19. Oktober je 0,3 mg Thyroxin subeutan. 
2599 20. X. | Niichtern eos | 0,734 
20. X. | und 21. Oktober je 0, 3 mg Thyroxin ‘subcutan © ates 
2600 22. X. | Niichtern . . ; 0,734 
22. X. | und 23. Oktober je 0 3 mg Thyroxin subcutan = 
2601 24. X. | Niichtern ae 0,735 
24. X. 25. und 26. Oktober je 0,3 mg “Thyroxin subeutan / 0.735 
2602 27. X. — Niichtern ; Ce eer ia vane 
27. X. und 28. Oktober je ‘0,3 mg Thyroxin ‘subcutan 0 704 
2603 29. X. | Niichtern . . aad 
29. X. und 30. Oktober je 0,3 mg Thyroxin ‘subcutan ove 
2604 31. X.  Niichtern : 133 
31. X. | 1.,2.und 3. November je 0, 3 mg Thyroxin subcutan, getitet a am 4. Nov 
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mit Nahrung 5. Dauer jedes Versucks 5 Stunden. Temperatur 22 bis 23°C. 





itt rung 





. : Grundumsatz- 
CO, Or» Kal. Kirper- erhéhung in °/o 
im Vergleich 


Q 2 ee ee ee 4 wicht mit dem Mittel- Bemerkengen 
. werte der 
pro kg und Std. g Normalperiode 

0,734 2,40 2,37 7,99 167 

0,726 2,27 2,27 7,64 179 

0,730 2,26 2,25 7,57 +178 

0,726 2,31 2.31 7,97 189 

0,740 2,35 2,31 7,78 189 

) 0,730 «2,14 | 2,13 7,17 
| 7,65 
0,726 2,64 2,64 9,32 199 + 21 Normales Verhalten 
* 0,734 2,80 | 2,77 9,32 198 + 21 
in suby 
a 0.752 3,02 | 2,92 | 9,85 195 + 28 

0.729 3,29 3,28 11,0 194 + 43 

0.729 | 8,43 | 3,42 11,5 188 + 50 Unruhig 

0,726 3,79 | 3,79 12,8 179 + 67 Sehr unruhig, schwitzt 

0,726 3,24 | 3,24 | 10,9 | 179 + 42 Ruhig, schwitzt nicht 

Stelle def\ehrung 5 Milch, Brot, Vegetabilien. 

0,733 6,20 6,15 20,7 179 + 170 Atmung stark beschleunigt, 
sehr starkes Schwitzen, sehr 
empfindlich gegen  Luft- 
mangel. Infolge der sehr star- 
ken Wirmeabgabe steigt die 
Temperatur des Versuchs- 
kastens um mehrere Grade 

0,743 5,44 5,32 17,9 164 + 139 Sehr unruhig, schwitzt stark, 
sehr empf. geg. Luftmangel 

a 0,740 4,53 4,44 15,0 167 + 96 Durchfall, sehr stark. Schwitz. 
ktober an ™ieder Nahrung 5. 

0,744 4,38 4,28 14,4 156 + 88 Schwitzt, aufgeregt, die At- 
mung ist sehr frequent 

0,734 4,47 4,43 14,9 174 + 94 Schwitzt, aufgeregt, die At- 
mung ist sehr frequent 

0,734 3,73 3,69 12,4 169 4 §2 Schwitzt nicht mehr, Besse- 
rung des Allgemeinzustandes 

0,735 3,90 3,85 13,0 170 + 70 Schwitzt nicht mehr, Besse- 
rung des Allgemeinzustandes 

| 0,735 3,98 3,93 13.3 179 + 73 Ruhig, schwitzt nicht, Atmung 
beschleunigt 

0,729 3,72 3,71 12,5 173 + 63 Ruhig, kein Schwitzen, Atem- 

| | zahl pro Minute 94 
0,733 3,73 3,70 | 12,4 170 + 62 Ruhig, kein Schwitzen, Atem- 


zahl pro Minute 92, nicht 


14.N Vv | age : 
empfindlich geg. Luftmangel 
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Tabelle V. 


KinfluB 
Leber und des Muskels bei Fiitterung 


des Schilddriisenhormons 


Nahrung 


auf 


den Glykogenstoffwechsel der 
der Tiere mit der fleischreichen 


5. 





Nr. des 
Ver- 
suchs 


Art der Behandlung 


Ernahrung: Vom 9. VIII. 1930 an 
Nahrung 5, vor dem 9. VIII. Milch, 
Brot, zeitweise Vegetabilien. 
Thyroxinbehandlung: 9., 10., 12., 
14., 15. und 17. VIII. je 02mg 
Thyroxin, 11., 13. und 16. VIII. je 
0,1 mg Thyroxin subcutan. Totung 
am 18. VIII. 8Std. nach Zufuhr 
von Rohrzucker (1 g Rohrzucker 
auf 100g Korpergewicht). Vorher 
16 Std. Hunger . 

Wie Nr. 255. 

Wie Nr. 

Wie Nr. 


Ernihrung: Bis zum 20. IX. 1930 
Milch, Brot, etwas frische Vege- 
tabilien. Vom 20 IX. an Nahrung 5; 
da mit den Thyroxininjektionen erst 
am 25. IX. begonnen wurde, hatten 
die Tiere geniigend Zeit, um sich an 
die neue Fiitterungsart zu gewohnen. 


Thyroxinbehandlung: Vom 25. bis 
30. IX. taglich 0,2 mg Thyroxin 
subcutan. Tétung am 1. X. 8 Std. 
nach Zufuhr von Rohrzucker (1g 
Zucker auf 100 ¢ Korpergewicht). 
Vorher 16 Std. Hunger . 

Wie Nr. 275 . 

Wie Nr. 272 . 


Wie Nr. 272, aber an Stelle von 
0,2 mg 0,3 mg Thyroxin taglich . 


glykogen sogar etwas erhdéht. 


Gewicht des Tieres 
ing 
Leber- Muskel- g 


glykogen glykogen zu Beginn|am SchluB 


der Hyperthyreoidi- 
fy % sation 


2,40 

1,0 
nicht 
ana- 
lysiert 


140 
140 
125 


0,24 
0,26 
0,24 


1,73 164 


Beginnt dagegen die Fiitterung mit der 


Nahrung 5 gleichzeitig mit den Thyroxininjektionen, so laBt sich die Stérung 
des Leberglykogenstoffwechsels nicht ganz ausschalten, die des Muskel- 


glykogens ist aber vollkommen beseitigt. 


In diesen Versuchen wurden in 


der Leber 0,4 bis 1,40°%, Glykogen gefunden, wahrend sonst nach Injektion 
der hier benutzten Thyroxinmengen das Leberglykogen zu fehlen pflegt. 





Ernahrung und Schilddriisenwirkung. V. 


Zusammentassung. 


1. Der schadliche EinfluB des Fleischgenusses auf den Verlauf 
der experimentellen Hyperthyreose kann durch eine zweckentsprechende 
Zusammensetzung der tibrigen Nahrungsbestandteile erheblich ab- 
geschwacht werden. Mit einem Futtergemisch, das etwa 30°, ge- 
kochtes Fleisch, daneben aber auch Lebertran, Gemiisepulver, Ei- 
gelb usw. enthielt, konnten Ratten bei taglicher Thyroxininjektion 
1'/, Monate und sogar etwas linger in relativ gutem Zustande am 
Leben erhalten werden. Bei reiner Fleischfiitterung gehen dagegen 
hyperthyreoidisierte Ratten unter schweren Vergiftungserscheinungen 
rasch ein. 

Die St6rungen des Grundumsatzes und des Glykogenstoffwechsels 
waren bei der hier benutzten fleischreichen Diat nicht so schwerwiegend 
wie bei wblicher lacto-vegetabilischer Ernahrung. Trotzdem erwies sich 
das FleischeiweiB nicht so giinstig wie andere EiweiBtriger, z. B. das 
Casein. 


2. Die Versuche liefern weitere Anhaltspunkte fiir die groBbe Be- 
deutung der Ernihrungsart fiir die Hyperthyreose, indem bei einer 
rationell zusammengesetzten Nahrung selbst bewuBte Nahrschiden 
abgeschwacht oder iberwunden werden kénnen. 





Wachstumsgeschwindigkeit und K : Ca-Quotient. 


Von 


Laura Kaufman und Michat Laskowski. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Morphologie des Wissenschaftlichen 
Staatsinstituts fiir Landwirtschaft in Pulawy, Polen, und aus dem Physiologi- 
schen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule in Warschau.) 


(Eingegangen am 26. September 1931.) 


Schon wahrend der friihesten Stadien der embryonalen Entwicklung 
weisen verschiedene Organe eines Tieres verschiedene  spezifische 
Zuwachsraten auf. So z. B. wurde festgestellt, daB die tagliche Zuwachs- 
rate des Herzens der Taube zwischen dem fiinften und sechsten Tage 
ihres intraovalen Lebens 37,8°,, wahrend diejenige der Leber gleich- 
zeitig 72,7°%, und des Auges 116,6°, betragt!. Andererseits ist es 
bekannt, dafB die prozentuale Wachstumsgeschwindigkeit mit dem 
Alter abnimmt und der Null zustrebt. Es wird allgemein angenommen, 
daB die in den ersten Lebensperioden beobachtete Wachstumshemmung 
durch Differenzierung von Geweben, demnach durch Veranderungen 
in dem physiko-chemischen Bau des Protoplasmas hervorgebracht 
werden. Diese Behauptung stiitzt sich lediglich auf histologische Unter 
suchungen der morphologischen Struktur von wachsenden Geweben; 
man hat hingegen unseres Wissens noch nie zu entscheiden versucht, 
ob und in welchem Grade der chemische Bau der Gewebe deren 
Wachstumsfahigkeit entspricht. 

Bei Pflanzen wurde durch Aschenanalysen festgestellt, daB wachsende 
Triebe sowie junge Pflanzen reich an K und arm an Ca sind, wahrend 
umgekehrt, alte Pflanzenteile, wie z.B. fallendes Laub, viel Ca und nur 
wenig K enthalten. Analoge Veraénderungen, némlich eine Vergr6Berung 
des K : Ca-Quotienten mit zunehmender Wachstumsgeschwindigkeit, wurde 
von zahlreichen Forschern bei Tieren in Neugebilden nachgewiesen. Beebe? 
beobachtete, daB in Metastasen der K-Gehalt gréBer und der Ca-Gehalt 
kleiner ist als in den dem Verfall unterliegenden Tumoren. Ladreyt*, Rosso‘, 


Waterman® u. a. bestitigen Beebes Ergebnisse, und Waterman wies auf den 
Zusammenhang zwischen Boésartigkeit und Wachstumsgeschwindigkeit von 


1 LL. Kaufman, W. Roux’ Arch. f. Entw.-Mech. 122, 1930. 
Beebe, Bull. Inst. Pasteur 1905. 
Ladreyt, C.r. Soc. Biol. 88, 1923. 
Rosso, Boltin dei Inst. med. exper. Buenos Aires 1, Nr. 5, 1925. 
Waterman, Arch. Neerl. Physiol. 1921. 
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Neubildungen und deren Kaliumgehalt hin. Durch Experimenial- 
forschungen wurde festgestellt (Croisier und Wolff, Négre®, Roung und 
Wolff u.a.), daB Kaliumsalze einen positiven, Kaliumsalze aber einen 
negativen Einflu®B auf das Wachstum der Transplantate von sarkomatésen 
(Ceweben ausiiben. 


Aus allen diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, daB in Wachs- 
tumsvorgingen mineralische Bestandteile und speziell Kalium- und 
Calciumsalze eine grobe Rolle spielen. Wir beabsichtigten deshalb 
zu entscheiden, ob auch in normalen, gesunden Tiergeweben ein ge- 
wisser Zusammenhang zwischen Wachstumsgeschwindigkeit und 
Kalium- und Calciumgehalt nachgewiesen werden kann. Zwecks Ent- 
-cheidung dieses Problems haben wir den K- und Ca-Gehalt in ver- 
schiedenen, ungleich schnell wachsenden Organen gleichen Alters, 
andererseits in ein und demselben Organ im Laufe des Sinkens seiner 
Wachstumsrate mit dem Alter untersucht. 


Material und Methoden. 


Als Material dienten Organe wachsender Tauben; anfangs wahlten wir 
das Herz, als schnell wachsendes und das Gehirn, als langsam wachsendes 
Organ. Es hat sich jedoch gezeigt, daB diese Organe fiir unsere Zwecke 
ungeeignet sind, da im Laufe des Lebens neben der Wachstumsgeschwindig- 
keit auch die Intensitat ihrer Funktion wechselt, und wie bekannt, der 
K-Gehalt eines Organs mit dessen Aktivitat in Beziehung steht. Es muBte 
deshalb ein Organ gewahlt werden, dessen Funktion wahrend des Lebens 
ungefahr unverandert bleibt, bei welchem also eventuelle Verainderungen 
der chemischen Zusammensetzung mit der prozentualen Wachstumsrate 
verglichen werden kénnen. Es hat sich herausgestellt, daB hierzu die Augen 
am besten geeignet sind, da sie waihrend des Lebens fast immer gleich in 
Anspruch genommen werden und dank ihrer GréBe bereits vom 13. Tage 
ihrer embryonalen Entwicklung analysiert werden konnten, wenn ihre tag- 
liche prozentuale Wachstumsrate noch ziemlich hoch ist. Wir bestimmten 
den K- und den Ca-Gehalt in den Augen von 13 und 17 Tage alten Em- 
bryonen, von jungen Végeln am 7. und am 13. Tage und nach 6 Wochen 
nach dem Schliipfen. sowie bei erwachsenen Tauben. Wir beriicksichtigen 
auch unsere Ergebnisse, betreffend den K- und den Ca-Gehalt des Gehirns 
und des Herzens von 7-, 13tagigen und 6 Wochen alten und erwachsenen 
Tauben. Die letztgenannten Untersuchungen stehen zwar in keiner direkten 
Beziehung zu unserem Problem, wir beriicksichtigen sie jedoch zwecks 
Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen Verainderungen im Gehalt 
der untersuchten Elemente und den wahrend des Wachstums der Taube 
auftretenden Veranderungen der Funktionsintensitaét der Organe. Zum 
Vergleich teilen wir hier auch Analysen des Gehirns und des Herzens von 
viertagigen Hiihnchen sowie des Gehirns von erwachsenen Hiihnern mit. Zu 
einer jeden Probe wurden bei Embryonen Augen von einigen Exemplaren, 
sonst aber Organe von je einem Vogel gebraucht, wobei von einem jeden 
Stadium zwei bis drei Proben untersucht wurden. Die Wachstumsrate 


1 Croisier u. Wolff, Bull. Assoe frang. pour l'étude du cancer, Nr. 6, 1922. 
2 Négre, C. r. Soc. Biol. 86, 1922. 
3 Roung u. Wolff, Arch. néerl. physiol. 7, 1922. 

Biochemische Zeitschrift Band 242. 298 
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wurde auf Grund der friiheren Untersuchungen eines der Verfasser 
(L. Kaufman, |. ¢.) angegeben. 

Die Proben von Organen (0,6 bis 3,0 g) wurden folgenderweise analy- 
siert (M.L.): 

Die Veraschung geschah auf feuchtem Wege mittels Salpetersaéure 
(spez. Gew. 1,52). Die Verbrennung ging in Kjeldahl-Pyrexglaskolben 
von 100 cem Inhalt vor sich. Die Flamme darf nicht zu stark sein, da 
zu starkes Erhitzen Verkohlung des Materials zur Folge hat. In den 
letzten Stadien der Verbrennung wurden | bis 2 cem von Perhydrol Merck 
hinzugefiigt, welches vorher auf K und Ca untersucht wurde. In allen 
von uns gebrauchten Flaschen fanden wir aber nur K in ganz geringen Spuren, 
so da®B die Korrektur in unseren Analysen nicht beriicksichtigt zu werden 
brauchte. Nach Beendigung der Veraschung wurde der Riickstand in 
Wasser gelést und abgedampft, zwecks Entfernung von Saureresten. Um 
Ammoniak zu entfernen, wurde eine schwache Lésung von NaOH zugesetzt 
und abgedampft, wobei der Kolben auf dem Sandbad 10 bis 15 Minuten 
gelassen wurde. Wir haben uns vorher itiberzeugt. daB 20 Minuten langes 
Glithen unter diesen Umsténden keine Verluste von K nach sich zieht. 
Nach dem letzten Abdampfen wurde der Riickstand in destilliertem Wasser 
gelést und in MeBkolben iibertragen. Vor der Analyse wurden die Lésungen 
mittels Nesslers Reagens nochmals auf Ammoniak gepriift. Eine jede 
Probe diente mindestens zu drei varallelen Bestimmungen von K und Ca. 
Die Bestimmung des K geschah nach Kramer und Tisdali'. die des Ca 
nach de Waard?, 


Der Kalium- und Calciumgehalt im Herzen, im Gehirn und in den Augen von 
Tauben gleichen Alters. 
Im postembryonalen Leben wiachst bei der Taube das Herz viel 
schneller als das Gehirn; wir beabsichtigten demnach, wie erwahnt, 
Tabelle I. 


Kalium- und Calciumgehalt im Gehirn von Tauben wahrend des Wachstums. 








lg Organ Durch- lg Organ  Dureh- Durch-  Zuwachs- 
Alter enthalt K,  schnitt- enthalt Ca, schnitt- K:Ca_ schnitt- rate 
in mg lich in mg lich lich ( 
il aie | 2,25 0,38 = 5.9 . a 
7. Tag 2/03 2,14 0.32 0,35 63 6,1 13,0 
13. Tag 3.51 3,51 018 0,18 19.5 19,5 6.2 
> wr | 3,81 9 g9 0,15 25,4 oF x ° 
6. Woche 3°84 3,82 O14 0.14 974 26.5 0,5 
Erwacheene {|| 3:66 0,37 99 
pi emma )| 3,32 3.57 0,17 026 195 149 0,0 
™ 3.73 0.24 15.6 
Hiihnchen, | 3.88 o 6x 0.08 a7 48.5 eee 
4Tage ak || 38¢ | > | oo7 | %% | bee bP 
Erwachsene | 3.91 os i 0,33 ) 11,9 , 
Hihner || 350 | %70 0:36 O54 | 97} 108 


1 B. Kramer u. F. F. Tisdall, Journ. of biol. Chem. 48, 1921. 
2 D. J. de Waard, diese Zeitschr. 97, 1919. 
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Tabelle 11. 


Kalium- und Calciumgehalt im Herzen von Tauben wéihrend des Wachstums. 





1g Organ | Durch- lg Organ  Durch- Dureh- | Zuwachs- 
Alter enthalt K, | schnitt- enthalt Ca, schnitt- K:Ca_ schnitt- rate 
in mg lich in mg lich lich Jo 
ek { 2,17 9 0,24 09% 9,0 p ae 
; " 3, oc on y 8.Y 35,0 
(Tag 1 226 2 0,26 , oe . 56 
13. Tag 3,26 3,26 0,11 0.11 29,6 9.0 
Erwachsene 3,26 97 O18 : 18,1 " , 
as ‘ yan r O,1¢ . ¢ 0,0 
Taube ga | 35 os 6 fae | 1! 
Hihnchen, | 9,54 a 0.53 18,0 * 
a : > oa 2 - 049 4 
4 Tage alt | 5,15 1,34 0.45 4 11,4 14,7 


unsere Untersuchungen auf Bestimmungen des Kalium- und Calcium- 
gehaltes dieser Organe bei Tauben gleichen Alters zu stiitzen Wir 
hofften auf diese Weise zu ermitteln, ob zwischen dem Verhiltnis 
K : Ca und der Wachstumsgeschwindigkeit ein gewisser Zusammenhang 
besteht. Wie aus den Zahlen von Tabellen I und II ersichtlich, ist der 
K- und Ca-Gehalt sowie das Verhaltnis K: Ca im Herzen von 7- und 
13tagigen Tauben nur wenig von denjenigen im Gehirn gleichaltriger 
Vogel verschieden, wogegen zwischen dem Wachstumstempo dieser 
Organe groBe Unterschiede bestehen. Das Herz weist nimlich einen 
taglichen Zuwachs von 35 bzw. 9°, auf, wahrend die Wachstumsrate 


Tabelle Ill. 


Kalium- und Caleiumgehalt in den Augen von Tauben wahrend des 
Wachstums. 





lg Organ Durch- 1g Organ Dureh- Durech- , Zuwachs 
Alter enthalt K. sehnitt- enthdlt Ca,  schnitt- K:Ca_ sehnitt- rate 
in mg lich in mg lich lich 0/9 
Embry | 1,96 0,33 6.2 
i dnggees 1,13 1,40 0,23 024 60 57 12,0 
13 Tage alt | 112 018 49 
fie Ss 1,33 0.51 4,0 
7 Tay — 1,20 1,23 0.35 038 3. 3,3 1,7 
17 Tage alt|) 117 0,30 2 6 
| 1,05 1,04 1,43 
7. Tag 0,96 0,97 0.81 0.86 1,18 1,2 10,5 
| 0.90 0.73 0:87 
| 1,06 1,37 0.98 
13. Tag 0,93 0,94 1,12 1,11 0,95 0,87 5.0 
| 0,82 0.83 0.68 
20 a 3,52 ‘ 0,37 a ‘ 
6.Woche {| #2) | 105 | Sor | 826 | fa, | 082 03 
| 1,25 5,28 0,24 
Erwachsene 086 0,92 4.46 430 021 0,21 0,0 
Taube | 967 317 0.19 
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des Gehirns gleichzeitig nur 13 bzw. 6%, betragt. Die Augen dagegen, 
deren postembryonale Wachstumsgeschwindigkeit nur wenig von 
der des Gehirns verschieden ist, enthalten viel weniger Kalium und 
viel mehr Calcium als das Gehirn entsprechenden Alters (Tabelle II). 
Zweifellos sind demnach der Gehalt der Organe an Kalium und 
Calcium, sowie der Quotient K : Ca spezifische Merkmale verschiedener 
Gewebe. Was ihre Rolle betrifft, haben Halliburton!, Berthier? u. a. 
gefunden, daB stark funktionierende Gewebe und Organe, wie z. B. die 
Muskeln, das Gehirn, die Leber, einen viel héheren Kaliumgehalt als 
weniger intensiv arbeitende Teile, wie Knochen, subepidermales Binde- 
gewebe usw. haben. Ein eventuclles Verhaltnis zwischen K: Ca und 
Wachstumsrate verschiedener Organe ware somit durch Unterschiede 
maskiert, welche durch die Intensitat ihrer Funktion bedingt sind. 


Kalium- und Calciumgekalt im Gehirn, im Herzen und in den Augen 
wachsender Tauben. 

Nachdem wir uns tberzeugt haben, daBb die Feststellung einer 
Beziehung zwischen dem Quotienten K:Ca und der Wachstums- 
geschwindigkeit verschiedener Organe unausfiihrbar ist, trachteten wir 
zu entscheiden, ob die Abnahme der Zuwachsrate mit dem Alter einer 
und derselben Organe von Verainderungen des Gehalts der untersuchten 
Elemente begleitet wird. Da sich jedoch die Intensitat der Funktion 
des Gehirns und des Herzens mit wechselnder Lebensweise der Taube 
im Laufe der Wachstumsperiode veraindert, begegneten wir hier den- 
selben Schwierigkeiten wie beim Vergleich des K : Ca-Quotienten und 
der Wachstumsgeschwindigkeit verschiedener gleichaltriger Organe. 

Halliburton (l.c¢.), Berthier (l.c.) u.a. haben, wie erwahnt, gezeigt. 
daB der K-Gehalt verschiedener Organe im direkten Verhaltnis zu deren 
Funktionsintensitaét steht. Die Rolle des Calciums wurde hierbei nicht 
untersucht. Was den Kaliumgehalt ein und desselben Organs mit ver 
anderter Funktionsintensitaét betrifft, so wurde unlangst von Fomin® 
bei Hunden und Kaninchen eine Steigerung des Kaliumgehalts im Muskel 
nach einigen Stunden Belastung im Vergleich zu den Muskeln der un- 
belasteten Extremitiéten derselben Tiere festgestellt. Von Cahane* wurde 
eine die Zunahme des Kaliums begleitende Abnahme des Caleciums mit 
dem Alter in den Muskeln und im Blute von Meerschweinchen gefunden, 
doch bringt der Verfasser die diesbeziiglichen Veraénderungen nicht mit 
der Zunahme der Funktion in Zusammenhang. 

Wie bekannt, ist die junge Taube wahrend der ersten 2 bis 3 Wochen 
ihres postembryonalen Lebens nur wenig aktiv, da sie das Nest nicht 
! W. D. Halliburton, W.C. A. Schafers Text Book of Physiol. 1, 1898. 
2 J. Berthier, C. r. Soc. Biol. 100, 1929. 
3S. W. Fomin, diese Zeitschr. 217, 423, 1930. 

4 M. Cahane, C.r. Soc. Biol. 96, 1927. 
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verlaBt und sich sogar nicht selbstandig ernahrt. Nach 2 bis 3 Wochen 
beginnt sie das Nest zu verlassen, zu laufen und von selbst Nahrung 
aufzunehmen, auch beginnt sie nun zu fliegen. Wir wollten nun 
feststellen, ob die durch die geanderte Lebensweise bedingten Ver- 
anderungen der Funktionsintensitat des Herzens und des Gehirns sich 
in deren K- und Ca-Gehalt widerspiegeln. 

Wie aus den Zahlen von Tabelle I und II ersichtlich, steigt der 
Kaliumgehalt im Gehirn wihrend des Wachstums und fallt etwas 
beim erwachsenen Vogel. Ein ahnliches Verhalten finden wir auch 
im Herzen, nur bleibt hier der Prozentgehalt des Kaliums bei der 
erwachsenen Taube unverandert. Ganz anders verhalt sich das Calcium; 
sowohl im Gehirn wie im Herzen fallt sein Gehalt wihrend des Wachs- 
tums der Taube, und er steigt erst nach beendetem Wachstum. Die 
Relation K: Ca steigt erheblich wahrend des Wachstums und fallt 
etwas beim erwachsenen Vogel. Das Steigen des K : Ca-Quotienten 
wahrend der ersten Wochen des Lebens begleitet also die wahrend dieser 
Periode auftretenden Verainderungen der Funktionsintensitaét, das 
Sinken beim erwachsenen Vogel kann mit der fiir die Altersprozesse 
charakteristischen Verkalkung der Gewebe in Zusammenhang gebracht 
werden. 

Zwecks Ermittlung, inwieweit die Intensitaét der Funktion eines 
und desselben Organs von verschiedenen Tieren sich in seinem K- und 
Ca-Gehalt widerspiegelt, haben wir diese Elemente im Herzen und im 
Gehirn von 4 Tage alten Hiihnchen! und von erwachsenen Hiihnern 
bestimmt. Die diesbeziiglichen Zahlen sind in Tabelle I und IH zum 
Vergleich angegeben. Wir sehen, daB das Gehirn des Hiihnchens beinahe 
zweimal und das Herz iber dreimal mehr Kalium enthalten als diese 
Organe bei Tauben des gleichen Alters. Der Prozentgehalt des Calciums 
ist im Gehirn des Hiihnchens fiinfmal kleiner, im Herzen zweimal 
gréBer als bei der Taube. Der Quotient K : Ca ist im Gehirn des Hiihn- 
chens uber achtmal, im Herzen iiber 1'/,mal so groB als bei der Taube. 
Wenn wir erwagen, daB das Hiihnchen viel aktiver ist als die gleich- 
altrige Taube, da es bald nach dem Verlassen des Eies zu laufen und 
selbstandig Nahrung aufzunehmen beginnt, diirfen wir folgern, daB 
die hohe K:Ca-Relation im Gehirn und im Herzen des Hiihnchens 
dessen gréBerer Aktivitét entspricht. Es bedurfte hier aber noch der 
Priifung, ob der hohe K: Ca- Quotient nicht ein spezifisches Merkmal 
der Hiihner im Vergleich mit Tauben ist, das in keiner Beziehung mit 
der Intensitat der Tatigkeit ihrer Organe steht. Erwachsene Hiihner 
sind viel weniger regsam als Tauben; bei den letzteren ist die Tatigkeit 


1 4 Tage alte Hiihner entsprechen siebentagigen Tauben, da die em- 
bryonale Entwicklung der ersteren um 3 Tage langer dauert. 
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des Gehirns und des Herzens, im Zusammenhang mit der Funktion 
des Fluges, sehr intensiv. Es mute demnach vorausgesetzt werden, 
daB, falls der K:Ca-Quotient tatsachlich die Funktionsintensitat 
widerspiegelt, er bei ausgewachsenen Hiihnern, umgekehrt wie bei 
jungen Hiihnchen, niedriger als bei Tauben sein wird. Wir konnten 
leider, aus nicht von uns abhangigen Griinden, nur je eine Analyse 
des Kaliums und des Calciums im Gehirn eines Hahnes und einer Henne 
ausfiihren. Nichtsdestoweniger glauben wir uns schon auf Grund dieser 
Resultate (Tabelle II) zu dem SchluB berechtigt, daB die Veranderungen, 
welche der K: Ca-Quotient im Gehirn der Hiihner im Laufe ihrer 
Entwicklung erfahrt, ganz entgegengesetzt zu denjenigen bei Tauben 
verlaufen. Beim Hahn sowohl wie bei der Henne finden wir naimlich 
im Gehirn die gleiche prozentuale Menge Kalium und viermal mehr 
Calcium als beim viertagigen Hiihnchen, wahrend bei der Taube, um- 
gekehrt, die Kaliummenge mit dem Alter steigt, die Calciummenge 
abnimmt. Der Quotient K: Ca, welcher bei Hiihnchen iiber achtmal 
so groB ist als bei gleichaltrigen Tauben, ist bei erwachsenen Hiihnern 
niedriger als bei Tauben. Die Unterschiede der Funktionsintensitat 
der Organe von Hithnern und Tauben finden also eine Parallele in den 
Unterschieden ihres K- und Ca-Gehalts und besonders des Quotienten 
dieser beiden Elemente. Einen analogen SchluB zieht Berthier auf Grund 
seiner Untersuchungen verschiedener Gewebe ein und desselben Tieres ; 


unsere gegenwartigen Ergebnisse erlauben seine Behauptung: ,,la 
présence du K dans la matiére vivante est quantitativement et direc- 


“ce 


tement en rapport avec son ,potentiel’ biologique“ auch auf homologe 
Organe verschiedener Tiere zu erweitern. 

Da sich die Funktion der Augen gar nicht oder nur wenig wahrend 
des Lebens verindert, konnten der K- und Ca-Gehalt dieser Organe 
sowie der Quotient K : Ca mit ihrer Wachstumsrate verglichen werden. 
Wir sehen aus den Zahlen von Tabelle III, daB der prozentuale K-Gehalt 
bis zum siebenten Tage sinkt und nachher (mit kleinen Schwankungen) 
schon auf dem gleichen Niveau bleibt. Umgekehrt, steigt der Ca-Gehalt 
waihrend des Wachstums und nach dessen Beendigung. Der Quotient 
K: Ca, der bei 13 Tage alten Embryonen 5,7 betrug, sinkt allmahlich 
mit dem Alter und betragt bei erwachsenen Tauben nur 0,2. Es fallt 
hier auf, das das Kalium sowohl wie das Calcium sich hier entgegen- 
gesetzt wie im Gehirn und im Herzen verhalten, denn wahrend in den 
Augen der relative Kaliumgehalt mit dem Alter ab- und der Calcium- 
gehalt zunimmt, konnte umgekehrt in den anderen untersuchten 
Organen eine Zunahme der Kalium- und eine Abnahme der Calcium- 
menge im Laufe der Entwicklung festgestellt werden. 

Wenn wir den Quotienten K : Ca in wachsenden Augen mit deren 
Zuwachsrate zusammenstellen, sehen wir (Tabelle III), daB sie iiber- 





Wachstumsgeschwindigkeit und K : Ca- Quotient. 431 


einstimmend verlaufen, mit Ausnahme des siebenten Tages, wenn 
das Verhaltnis K: Ca sinkt, die Zuwachsrate dagegen steigt. Es muB 
also erwogen werden, ob die Frage nach dem Zusammenhang zwischen 
Wachstumsrate und K- und Ca-Gehalt bejahend beantwortet werden 
darf. Wir kénnten namlich folgern, dab, da der prozentuale Zuwachs 
am siebenten Tage steigt, wahrend der K: Ca-Quotient stetig sinkt, 
somit der tbereinstimmende Verlauf der Wachstumsgeschwindigkeit 
und des K: Ca-Quotienten wahrend der iibrigen Perioden nur zufillig, 
nicht aber der Ausdruck einer tatsachlichen Beziehung zwischen beiden 
Xeihen der beobachteten Phinomene ist. Nun miissen hier aber auch 
andere, das Wachstum der Végel im Ei beeinflussende Faktoren in 
Betracht gezogen werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit hangt 
einerseits von der vom Alter bedingten Struktur des Zellprotoplasmas, 
andererseits aber von einer Reihe auberer Faktoren, wie Temperatur, 
Feuchtigkeit und vor allem Ernahrung ab. Natiirlich gilt hier, wie 
tiberhaupt beim Wachstum von Pflanzen und Tieren, Liebigs Gesetz 
des Minimums, welches besagt, daB das Wachstum der in der Nahrung 
in kleinsten Mengen vorhandenen Kcomponente proportional verlauft. 
Nun werden die im Dotter enthaltenen Nahrsubstanzen wahrend der 
Bebriitung allmahlich erschépft, so z. B. fallt, nach Jljin', wiihrend 
der embryonalen Entwicklung der Fettgehalt des Eidotters um zwei 
Drittel, und das Eisen sowie der Schwefel werden vollstandig verbraucht. 
Wahrend der letzten Stadien ihrer Entwicklung im Ei befinden sich 
also die Vogelembryonen in Verhaltnissen, die die inhirente Wachstums- 
fihigkeit ihrer Zellen hemmen. Bei der Taube steigt plétzlich nach 
dem Schliipfen die dem Vogel zur Verfiigung stehende Nahrungsmenge 
ganz erheblich, was die Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit 
aller ihrer Organe nach sich zieht (vgl. Kaufman, |. c.). Dies beweist, 
nach unserer Meinung, daB das jahe Sinken der Wachstumsrate, welches 
bei allen Organen der Vogelembryonen wahrend der letzten Stadien 
ihrer Entwicklung im Ei festgestellt werden kann, nur teilweise durch 
die dem Alter entsprechenden cytomorphischen Prozesse der Gewebe, 
hauptsachlich aber durch die Erschépfung der im Dotter enthaltenen 
Nahrsubstanzen verursacht ist. Der K : Ca- Quotient scheint hingegen 
wahrend des Wachstums der Augen mit der mit dem Alter verbundenen 
Differenzierung des Zellprotoplasmas in Beziehung zu stehen und der 
potentiellen, nicht aber der tatsichlichen Wachstumsfaihigkeit zu ent- 
sprechen. Die potentielle Wachstumsfaihigkeit, d.h. die dem Alter 
entsprechende Wachstumsgeschwindigkeit in optimalen Bedingungen, 
ist aber zweifellos héher als die tatsichlich beobachtete. Bei unein- 


1 M.D. Iliin. W. Landauers Referat in Zeitschr. f. Tierziichtung und 
Ziichtungsbiol. 14. 
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geschranktem NahrungszufluB ware die Zuwachsrate der Augen eines 
13 Tage alten Taubenembryos, in denen das Verhaltnis K:Ca = 5,7 
betragt, entsprechend der physiko-chemischen Struktur der Zellen, 
gewiB héher als 12%, bei 17tagigen Embryonen (wenn K: Ca = 3,: 
ist) hGher als 1,7°,. Wir glauben auf Grund dieser Erwagungen schlieBen 
zu dirfen, daB in Organen, deren Funktionsintensitat sich im Laufe 
des Lebens nicht erheblich verandert, die Proportion K: Ca gemaB 
der mit dem Alter sinkenden Wachstumsrate abnimmt. 


Besprechung und Zusammenstellung der Ergebnisse. 


Wie aus den Untersuchungen anderer Verfasser bekannt, ist die 
Spezifitat der Gewebe nicht nur durch ihren Gehalt an organischen, 
sondern auch an anorganischen Bestandteilen gekennzeichnet. Nach 
Haliburton (1. c.) enthalten die Muskeln, die Leber und das Gehirn viel 
mehr Kalium als die Milz und die Lungen; dagegen ist der Gehalt 
an Calcium am reichlichsten in der Milz und am sparlichsten im Gehirn. 
Marz’ fand, daB das Pankreas, im Vergleich zur Nebenniere, mehr K 
und weniger Ca enthalt. Aus den Ergebnissen von Katz? folgt, dab 
sich das Fleisch verschiedener Tiere durch einen verschiedenen Gehalt 
und eine verschiedene gegenseitige Proportion der Kalium- und der 
Calciumsalze voneinander unterscheidet. 

Was nun die Bedeutung dieser Elemente hetrifft, so wurde fest- 
gestellt, daB aktive Gewebe viel Kalium enthalten. Macallum*® wies 
nach, daB in gestreiften Muskeln das Kalium in den doppelbrechenden 
Scheiben aufgespeichert ist, und er schreibt ihm eine Rolle bei der 
Kontraktion des Muskels zu. In tatigen Driisen sammelt sich Kalium 
an der dem Kanalchenlumen zugekehrten Zelloberfliche. Die Menge 
des Kaliums sowie der Quotient K:Ca ist in Neubildungsgeweben 
héher als in normalen Geweben (Beebe, Ladreyt, Rosso, Waterman usw., 
l.c.). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Abhandlung folgt, daB 
auch in normalen tierischen Geweben ein direktes Verhaltnis zwischen 
dem Quotienten K:Ca und der Wachstumsgeschwindigkeit nach- 
gewiesen werden kann. 


Es mu8 nun erwogen werden, welcher Art Zusammenhang zwischen 
der Wachstumsgeschwindigkeit normaler und Neubildungsgewebe einer- 
seits und deren K- und Ca-Gehalt andererseits besteht. Es kénnen hier 


drei Voraussetzungen in Betracht gezogen werden: 1. Die Wachstums- 
geschwindigkeit der Gewebe hangt von ihrem Gehalt an Kalium- und 
Calciumsalzen ab; 2. die Salze der genannten Metalle sammeln sich in 


! H. Marz, diese Zeitschr. 179, 414, 1926. 
2 J. Katz, Arch. f. d. ges. Physiol. 63, 1896. 
3 Macallum, Ergebn. d. Physiol. 11, 1911. 
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den Geweben mehr oder weniger reichlich an, je nach ihrem Wachstums- 
tempo und 3. sowohl die Wachstumsgeschwindigkeit wie auch die 
mineralische Zusammensetzung der Gewebe sind durch einen gemein- 
samen Faktor gekennzeichnet. 

Wie in der Einleitung erwihnt, wurde mittels experimenteller 
Untersuchungen festgestellt (Croisier und Wolff, Négre, Roung und 
Wolff usw., 1.c.), daB Kaliumsalze das Wachstum von transplantiertem 
Neubildungsgewebe positiv, Calciumsalze negativ beeinflussen. Daraus 
dirfte auf den EinfluB des Kalium- und des Calciumgehalts der Gewebe 
auf deren Wachstumsgeschwindigkeit geschlossen werden. Andererseits 
miissen wir aber beachten, da manche wahrend des in Betracht 
kommenden Zeitabschnitts langsam wachsende Organe (das Gehirn), 
fast gleiche Mengen von Kalium und Calcium enthalten wie andere 
gleichzeitig schnell wachsende Organe (das Herz; vgl. Tabellen I und I). 
Der gréBere oder kleinere Gehalt an K- und Ca-Salzen kann deshalb 
nicht als Ursache des schnellen oder langsamen Wachstums angesehen 
werden. Die Zahlen der Tabellen I, I] und III widersprechen auch der 
zweiten Voraussetzung, d.h. des Ansammelns des Kaliums und des 
Calciums, entsprechend der GréBe der Wachstumsrate. Zwecks Er- 
klarung der Ursache des Sinkens des K : Ca- Quotienten in wachsenden 
Augen mit fallender Wachstumsgeschwindigkeit, sowie zwecks Er- 
lauterung des Zusammenhangs zwischen der K- und der Ca-Menge 
in Neubildungen und deren Wachstumstempo mu®B demnach nach 
einem Faktor (bzw. mehreren Faktoren) gesucht werden, der sowohl 
schnell wachsende, wie intensiv funktionierende Organe kennzeichnet 
und gleichzeitig die Anhiéufung von Kalium- und die Verminderung 
von Calciumsalzen bedingt. 

Macallum (1.c.) hat sowohl mittels physikalischer sowie biologischer 
Untersuchungen nachgewiesen, daB sich Kaliumsalze an Stellen niederer 
Oberflichenspannung ansammeln. Solche Stellen bilden die doppel- 
brechenden Scheiben wahrend der Muskelkontraktion, die Sekretions- 
oberflache der Driisenzellen und die Nervenfaser. Andererseits hat 
Hercik' festgestellt, daB bei Pflanzen die Wachstumsintensitat zur 
Oberflichenspannung der Pflanzensifte in umgekehrtem Verhaltnis 
steht, und Bauer? gelangte bei Tieren zu analogem SchluB. Dasselbe 
soll nach diesem Verfasser auch Neubildungsgewebe betreffen; zu- 
sammen mit Lasnitzky? fand er namlich, daB die Oberflachenspannung in 
Gewebeausziigen von Organen, in denen Metastasen haufig erscheinen, 
niedriger ist als in denjenigen, in welchen sie nur selten auftreten. 


1 F. Hercik, Biol. generalis 8, 1927. 
2 E. Bauer, Arch. f. Entw.-Mech. 101, 1924. 
3 BE. Bauer u. A. Lasnitzky, Klin. Wochenschr. 4, 1925. 
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Lederer’ stellte fest, daB die Oberflachenspannung des Serums wahrend 
der Schwangerschaft fallt, was das Wachstum des Embryos sowie die 
Entstehung von Neubildungen begiinstigt. Krizenecky und Dubska® 
rufen eine Beschleunigung des Wachstums bei Kaulquappen durch 
Erniedrigung der Oberflachenspannung des Mediums hervor. 

Die Verteilung des Calciums in den Geweben haingt von einer 
Reihe physikalisch-chemischer Faktoren ab. Nach Hofmeister® unter- 
liegen Gewebe mit intensivem Stoffwechsel weniger der Verkalkung als 
schwach funktionierende, alternde, sauer reagierende Gewebe. Dies 
erklart, warum die Steigerung des Kaliumgehalts von einer Verarmung 
an Calciumsalzen begleitet wird (Tabellen I, Ll und II) und warum 
sich diese Salze in alternden Zellen ablagern. Freudenberg und Gydrgy* 
stellten fest, dal eine Reihe von Substanzen, namlich Aminoséuren 
wie Glykokoll, Asparagin, Histidin, Arginin u.a. und Amine, wie 
Guanidin, Kreatinin usw., die Ablagerung von Calciumsalzen in der 
Zelle regulieren. 

Die hier besprochenen Ergebnisse der Untersuchungen anderer 
Verfasser beweisen einerseits, daf sich die Kaliumsalze an Stellen 
niederer Oberflachenspannung ansammeln, andererseits, daB niedere 
Oberflachenspannung iiberall da herrscht, wo wir mit erhéhter Funktion 
oder mit schnellem Wachstum zu tun haben. Starke Funktion und 
schnelles Wachstum hemmen dagegen die Anhaufung des Calciums. 
Das direkte Verhaltnis, welches von uns zwischen dem Quotienten 
K : Ca und der Wachstumsfahigkeit der Augen von anderen Verfassern 
zwischen dem genannten Quotienten und der Malignitat von Tumor- 
gewebe gefunden wurde, beweist demnach weder, daB der Gehalt an 
K und Ca die Ursache, noch daB er die Folge der Wachstumsgeschwindig- 
keit der Gewebe ist; er muB als durch die wachsende Zellen kenn- 
zeichnenden physikalisch-chemischen Faktoren bedingt aufgefaBt 
werden. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen und Erwagungen fiihren 
zu folgenden Schliissen: 

1. Im Herzen und im Gehirn von Tauben steigt der prozentuale 
Kaliumgehalt waihrend des Wachstums, wahrend ihr Calciumgehalt 
gleichzeitig sinkt. Nach beendetem Wachstum steigt der Calcium- 
gehalt der untersuchten Organe. 

2. Die Verschiebung des Quotienten K : Ca zugunsten des Kaliums 
im Gehirn und im Herzen wahrend der Entwicklung muB auf die 


1 L. Lederer, Zentralbl. f. Gynakol. 49, 1925. 

Krizenecky u. O. Dubska, Protoplasma 2, 1927. 

Hofmeister, Erg. d. Physiol. 1910. 

Freudenberg u. Gyérqy, nach K. Klinke, ebendaselbst 26, 1928. 
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Steigerung der Funktion dieser Organe bezogen werden, die von der 
geanderten Lebensweise wachsender Tauben bedingt ist. 

3. In wachsenden Augen sinkt der prozentuale Kaliumgehalt und 
steigt der Calciumgehalt mit dem Alter. Der Quotient K: Ca sinkt 
entsprechend der Verminderung der Wachstumsrate, mit Ausnahme 
des siebenten Tages, wenn die Proportion K: Ca fallt und die Wachs- 


tumsgeschwindigkeit steigt. 

4. Die Verschiebung des K : Ca- Quotienten zugunsten des Kaliums 
oder des Calciums je nach Funktionsintensitat oder Wachstumstempo 
kann durch physikalisch-chemische Verainderungen der Protoplasma- 


struktur erklart werden. 
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III. Mitteilung: 


Einfiu8 der Wasserstoffionenkonzentration der Nihrlisung auf die 
Steigerung der Gewebsatmung durch Aminosiuren. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der 
Universitat K6ln.) 


(Eingegangen am 26. September 1931.) 


In den beiden ersten Mitteilungen! ist iiber die Steigerung der 
Atmung verschiedener Saugetiergewebe durch Zusatz von Amino- 
siuren zur Nahrsalzlésung, in der die Gewebe beobachtet wurden, 
berichtet worden. 

Beim weiteren Studium dieser Erscheinung sollte zunachst fest- 
gestellt werden, ob eine abnorme H-Ionenkonzentration die atmungs- 
steigernde Wirkung der Aminosauren in gesetzmaBiger Weise beeinfluBt. 


Die Methodik war die in friiheren Mitteilungen genau beschriebene. 
Die Zusammensetzung der Nahrlésung ebenfalls, die Anderung der H-Ionen- 
konzentration wurde stets durch eine entsprechende Anderung des Bi- 
carbonatgehalts der Lésung erreicht, und das pg kolorimetrisch bestimmt. 
Um méglichst innerhalb der Grenzen physiologischer Schwankungen zu 
bleiben, wurden die vergleichenden Versuche am Gewebe des gleichen 
Organs bei px 6,9, 7,4 und 8,0 ausgefiihrt. Es geschah dies zum Teil so. 
daB in ein und derselben Versuchsreihe drei Proben mit und ohne Amino- 
saurezusatz bei dem verschiedenen pa verwendet wurden, teils Wurden, 
um die Wirkung verschiedener Aminoséurekonzentrationen und eine etwa 
vorhandene Verschiebung der optimalen Konzentration in ein und der- 
selben Versuchsreihe beobachten zu kénnen, die Versuche so ausgefiihrt, 
daB8 unmittelbar nacheinander an Schnitten des gleichen Organs je eine 
Versuchsreihe mit verschiedenen Aminoséurezusaétzen bei den drei ver- 


1 Diese Zeitschr. 238, 351, 1931; 242, 26, 1931. 
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schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ausgefiihrt wurden. In 
diesem letzteren Falle enthielt die Reihe mit py 6,9 und 8,0 immer auch 
noch eine Kontroliprobe mit pH 7,4 ohne Aminoséurezusatz, um einen 
Vergleich dafiir zu haben, wie die geanderte pq-lonenkonzentration allein 
die Atmung gegeniiber der normalen Nahrlésung verandert und um fest- 
zustellen, inwieweit etwa im Versuchsverlauf ‘sich die Normalatmung 
geindert hat. Dies diene zugleich zur Erlauterung der Tabellen, die sonst 
alle nétig scheinenden Angaben enthalten. Versuchstemperatur wie friiher 
stets 37°. 

Von den bisher in den ersten zwei Mitteilungen verwendeten 
Aminosaéuren wurden zunachst die beiden am starksten wirksamen, 
namlich Alanin und Phenylalanin untersucht, sodann Leucin, das 


Tabelle I. 


Beeinflussung der gewebsatmungsteigernden Wirkung des Alanins durch 
das px der Nahrlésung. 





Yo, in NR + Alanin 


2 ‘ 
folgender Konzentration 


Vor- - 
(Pu wie angegeben ) 


Organ behandlung 


0 m50 m/100 m 200) m 500 


Ratte Nr.1 | Niere | frisch 8 11,0 12,35 
21. VII. 1931 ‘ 12,0 7,4 12.0 12.0 
; 12.0 | 80 115/143 
24h in N 106 | 68 94) 

24h . N 196 =| 7, 
24m . } 10,6 8,5 


Meer- Niere frisch 11,6 | 68 10,0 
schweinchen 2h in NR_ 10,9 11,4 

Nr. 6 44 . NR 11,4 | 8, 10,8 

14. IX. 1931 24h . NR 10.5 | 6, 7,0 

265 , NR 10,7 10,5} 7 

28h |. NR 10,5 

48h |. NR 6,3 

48h NR 6,3 

4h NR 6,3 


Katze Nr.3 | Niere 285 NR 
17. VIII. 1931 26h NR 
27h NR 

50h NR 

48h NR 

49h | NR 


Kaninchen | frisch 
Nr. 1 . 
24. VIT. 1931 | a 
Schwein 29h in NR 
Nr. 1 29h NR 
16. IX. 1931 29 , NR 
50h , NR 
50h . NR 
50h NR 
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sich nach unseren Erfahrungen besonders an Schweineniere wirksam 
erwies, und Tyrosin. Die Untersuchungen bezogen sich hauptsichlich 
auf Nierengewebe, und unsere Tabellen enthalten auch nur eine Auswahl 
dieser Versuche bei Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze und 
Schwein. LEinige bisher‘an der Leber ausgefiihrten Versuche haben 
grundsitzlich dasselbe Ergebnis gezeitigt. Nach den Erfahrungen 
der friiheren Mitteilungen sind die Versuche teils an frischem, teils an 
gealtertem Gewebe ausgefiihrt worden. 


Tabelle Il. 


Beeinflussung der atmungssteigernden Wirkung des Phenylalanins durch 
das pu der Nahrlésung. 








| Vo. in NR + Phenylalanin 


" ean Vo, ft folgender Konzentration 
lier Organ behandlung in NR oa (Pu wie angegeben) 
Pu 74 | suchs : 2 

0 m50  m/100 m/200° m/500 
RatteNr.1 |Niere 35 in NR 125 68 11,4 15.2 
21. VII. gh, NR| 125 | 7,4 16,65 
3h NR 125 80 11,3 15,6 
Meer- = Niere’ 2h , NR 9,9 68 81 90 
schweinchen 2h NR 9,0 7.4 10,9 
Nr. 2 2h , NR 9,0 8.6 | 8,2; 11,25 

3. VIII. 
Meer- Niere 25» . NR 9.95 68 8,0 845 
schweinchen 25h , NR 9,95 7.4 11,4 
Nr. 1 25h . NR 9,95 8,0 | 9,4) 11,7 
22. VII. 

Katze Nr.2 Niere 1" , NR 8,6 6.8 56 658 7.1 7,0 6,4 

13. VIII. 1931 3h , NR 81 7,6) 7,4 94 10,3) 85) 8,0 

frisch 7,8 8,0 91) 93 98 10,0 94 

254 in NR 9,2 7, 6,8)! 7,6; 9,5 93) 85) 8,7 

27h , NR 8,95 8,5; 7,4 18,1 | 11,9! 9,5! 9,4 

24h . NR 9,15 8,0 11,1128 | 11,6) 11,6 11,05 
Schwein Nr.1 Niere 52 . NR 49 6,8 2,8 5,85 
16. IX. 1931 52h ., NR 49 7,4 10,5 
52h NR 49 8,0 51 14,4 


Die Zahlen der Tabellen I bis III, die eine Auswahl zahlreicher 
grundsitzlich stets gleichartig verlaufener Versuche darstellen, lehren 
eindeutig, daB die Atmungssteigerung des Gewebes durch die vier 
gepriiften Aminosdéuren in schwach saurem Medium viel geringgradiger 
ist als in schwach alkalischem. Das bezieht sich in der Regel nicht 
nur auf die héchsten erreichten Atmungswerte, sondern auch auf die 
relativen Werte der Atmungssteigerung gegeniiber der Atmung im 
aminosiurefreien Niaihrmedium der gleichen px-Ionenkonzentration. 
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Mitunter, aber nicht ausnahmslos!, war die Atmungssteigerung beim 
gealterten Gewebe bei pu 8,0 noch héher als bei pq 7,4. 

So wie sich nach den friiher mitgeteilten Erfahrungen meist die 
atmungssteigernde Wirkung der untersuchten Aminosauren an gealtertem 
Gewebe deutlicher als an frischem zeigte, so gilt dies auch beziiglich 
der Unterschiede der Atmungssteigerung durch Aminosaduren bei ver- 
schiedenem px, doch sind diese Unterschiede mitunter auch am frischen 
Gewebe sehr deutlich ausgepragt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die atmungssteigernde Wirkung von Alanin, Phenyl- 
alanin, Leucin und Tyrosin bei verschiedenem px der Nahrlésung an 
frischem und gealtertem Gewebe von Ratte, Meerschweinchen, Kanin- 
chen, Katze und Schwein untersucht. Die atmungssteigernde Wirkung 
war bei pu 6,9 durchwegs schwicher als bei pa 7,4 und 8,0, mitunter 
fehlte sie bei pu 6,9 auch vollig. 


1 Sehr deutlich bei Schwein Nr. 1 zu sehen. Verschiedene Tierarten 
diirften wie sie ein optimales pa der Atmung haben, auch ein solches der 
Atmungssteigerung besitzen. 








Weitere Untersuchungen iiber den Einflub von AICI, 
auf die Atmung isolierten Nierengewebes. 


Von 
Jesaia Leibowitz. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der 
Universitat Kéln.) 


(Eingegangen am 26. September 1931.) 


Im Verlauf von Untersuchungen tiber die Beeinflussung der Gewebs- 


atmung durch Verbindungen dreiwertiger Elemente! haben in einer 
kiirzlich erschienenen Arbeit B. Kisch und J. Leibowitz* gezeigt, daB 
Aluminiumchlorid und -sulfat fiir frisches, isoliertes Nierengewebe von 
Saiugern stark wirkende Atmungsfaktoren darstellen. Der Zusatz 


von sehr geringen Dosen Aluminiumsalz zu der als Nahi lésung dienenden 
Ringerlésung bewirkte je nach den Versuchsbedingungen eine mehr 
oder weniger starke Atmungssteigerung, héhere eine Atmungssenkung ; 
dabei machten sich gewisse Differenzen in der Wirkung der Aluminium- 
salze bei verschiedenem py der Lésung bemerkbar. 

Einige Zeit vorher ist in ahnlicher Weise der EinfluB der Erdalkali- 
salze auf die Gewebsatmung untersucht worden®. Hier trug zur Klirung 
der Verhaltnisse wesentlich bei, daB die Versuche nicht auf die direkte 
Beeinflussung des atmenden frischen Gewebes durch die fraglichen 
Salze beschrankt wurden, sondern das Gewebe auch einer kiirzeren 
oder lingeren Vorbehandlung durch Aufbewahrung in einer Nabrlésung 
mit oder ohne Zusitze unterzogen und der Verlauf der Anderung der 
Atmungsgr6Be beim Altern des Gewebes unter verschiedenen Bedingungen 
verfolgt wurde. Derartige Versuche sind nun auch hinsichtlich der Al- 
Wirkung auf die Atmung ausgefiihrt worden, wobei die Untersuchung 
die Lésung folgender Fragen bezweckte : 

1. Ubt Al-Zusatz unter geeigneten Bedingungen cine atmungs- 
erhaltende Wirkung beim Altern des Gewebes aus ? 


! Bruno Kisch, diese Zeitschr 2385, 35, 1931; 285, 51, 1931 
2 B. Kisch u. J. Leibowitz, ebendaselbst 235, 45, 1931. 
3 J. Leibowitz, ehendaselbst 226, 338, 1930. 
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2. Ist die Al-Wirkung auf die Atmung je nach dem pa der Nihr- 
lésung quantitativ verschieden ? 

3. Sind die Anderungen der Atmungsgr6Be unter Al-EinfluB unter 
verschiedenen Bedingungen reversibler oder irreversibler Natur ? 

4. Besteht zwischen dem durch die Verbindungen des dreiwertigen 
Aluminiums bewirkten Atmungseffekt und dem durch die Salze der 
zweiwertigen Erdalkalimetalle bewirkten nur ein Unterschied hin- 
sichtlich der Intensitat der Wirkung, oder sind die beiden Wirkungen 
ihrem Wesen nach verschieden ? 

Fiir die Versuche wurden die Nieren frisch geschlachteter Tiere nach 
dem Abpraparieren des Fettes und des Bindegewebes mit normalem Ringer 
abgespiilt und in etwa gleich groBe Stiicke zerschnitten, die in normalem 
Ringer bzw. in Ringer mit AICl,-Zusaétzen verschiedener Konzentration 
im Eisschrank aufbewahrt wurden. Das pq der Nahrlésungen wurde durch 
Verainderung des Bicarbonatgehalts variiert; stets jedoch wurde dafiir 
Sorge getragen, da8 die Al-haltigen Lésungen und die Al-freien Parallel- 
kontrollen dasselbe py zeigten, in dem die durch hohe AlC1,- Dosen bewirkte 
Sauerung der Lésung durch Zusatz geringer Mengen n/100 NaOH genau 
kompensiert wurde. Es sei, wie bereits in der vorigen Arbeit (a. a. O.), 
noch bemerkt, daB die alkalischen Nahrlésungen mit 1 . 1074 (manchmal 
auch die mit 1. 1075 AlCl.) sofort oder nach einiger Zeit etwas Aluminium- 


hydroxyd ausflocken lassen, so daB die Nahrfliissigkeit im Gegensatz 
zu den iibrigen Ansaétzen — inhomogen wird. 


Fiir die Atmungsmessungen wurden die Nierenstiicke aus den Konser- 
vierungsfliissigkeiten herausgenommen und mit normalem Ringer ab- 
gespiilt und die nun mit dem Rasiermesser hergestellten Schnitte vor der 
Einbringung in den Atmungstrog mehrere Minuten in normalem, Al-freiem 
Ringer vorgebadet. Die Atmungsversuche selber wurden wie iiblich nach 
der Warburgschen manometrischen Methode ausgefiihrt; Nahrlésung war 
stets (sofern nicht ausdriicklich anders angegeben wird) normaler Ratten 
ringer (NR) nach Warburg (px 7.4). 


I. 

Tabelle I enthalt die Ergebnisse der ersten Versuchsserie. 

Die Daten dieser Tabelle lassen sich folgendermaBen zusammen- 
fassen: 

1. Die héchste untersuchte AICl,-Dosis (1. 10-4) erweist sich, 
wie zu erwarten war, als irreversibel schidigend fiir die Atmungs- 
fahigkeit. Schon nach kurzem Verweilen des Gewebes in einer derartigen 
Al-reichen Lésung la8t sich seine AtmungsgréBe nicht mehr auf die 
Hohe der Atmungsgr6Be eines im Parallelversuch Al-frei vorbehandelten 
Gewebsstiickes zuriickbringen. 


2. Die Grenze zwischen den atmungsschadigenden und atmungs- 
fordernden Al-Konzentrationen bei der direkten Einwirkung auf die 
Atmung fanden Kisch und Leibowitz (a. a.O.) bei etwa 1.1075 AICI,. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Ungefahr bei derselben Konzentration findet auch bei der Vorbehandlung 
des Gewebes mit AlCl, der Ubergang von der Atmungssenkung zur 
Atmungserhéhung statt. Doch hebt sich hier die Al-Wirkung in schwach 
saurem (bis neutralem) Milieu sehr deutlich von seiner Wirkung im 
alkalischen Milieu ab. In normalem oder leicht iiberalkalisiertem Ringer 
(pu 7,4 bis 7,7) bleibt eine kurzfristige Vorbehandlung des Gewebes 


mit 1.10-* AICI, ganz oder fast ganz wirkungslos, erst bei langer 
Ausdehnung des Versuchs macht sich eine schwache Atmungshemmung 
bemerkbar. Dagegen zeigt mit 1 . 10-® AICI, in bicarbonatfreiem, ganz 
schwach saurem Milieu (pa 6,9) vorbehandeltes Gewebe nach ganz kurzer 
Vorbehandlung ( 4 bis 6 Stunden) bei der nachtraglichen Atmung in 
NR eine deutliche Zunahme der Qo,Werte, und zwar nicht nur im 
Vergleich zu der in NR aufbewahrten Kontrolle (relative Atmungs- 
erhéhung), sondern in einigen Fallen sogar im Vergleich zur Atmungs- 
gréBe des frischen Gewebes (absolute Atmungserhébung). Erst eine 
Verlangerung der Einwirkungsdauer dieser relativ so hohen Al- Dosis 
auf 24 Stunden und mehr bringt die Atmungssteigerung zum Ver- 
schwinden, wahrend eine sehr lange Vorbehandlung (48 bis 72 Stunden) 
eine Atmungshemmung bewirkt, die dann aber in den meisten Fallen 
stirker ausgepragt ist als im Parallelversuch in alkalischem Milieu. 
Sowohl die positive als auch die negative Wirkung von 1. 10-® AICI, 
auf die Gewebsatmung tritt also bei px 6,9 starker in die Erscheinung 
als bei px 7,4 bis 7,7. 

3. Zeigen schon die Versuche mit 1 . 10-® AICI, einen Unterschied 
der Wirkung in alkalischem und in saurem (bis neutralem) Milieu an, so 
wird dieser Unterschied beim Ubergang zu schwicheren Al-Dosen 
noch viel deutlicher. Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die 
Al-Empfindlichkeit des Gewebes mit zunehmender Alkalinitat der 
Nihrlésung abnimmt, mit anderen Worten: da®B die OH’-lonen die 
Atmungsgr6Be des Gewebes gegeniiber den vom Al ausgehenden Ein- 
fliissen stabilisieren. Dieser Befund steht mit den bereits von Kisch 
und Leibowitz (a.a.O.) gemachten Beobachtungen in Einklang. 

Im einzelnen ergibt sich folgendes: Vorbehandlung des Gewebes 
mit AICI, in Konzentrationen von 1 .10-® bis 1. 10-§ in sehwach 
alkalischem Milieu bewirkt bei kurzfristigen Versuchen keine deutlichen 
Atmungseffekte, erst bei langerer Versuchsdauer macht sich bei pu 7,4 
eine Schutzwirkung des Al gegentiber dem Absinken der Qo, Werte 
im alternden Gewebe bemerkbar, wahrend bei px 7,7 jede Wirkung 
auszubleiben scheint. Demgegeniiber hat die Vorbehandlung mit den 
gleichen Al-Dosen bei px 6,9 durchweg starke Atmungssteigerungen 
zur Folge, die zu einer bis tiber 50° igen Erhéhung der Qo,-Werte 
gegeniiber der Kontrolle, unter Umstainden sogar zu einer etwa 
10°, igen Erhéhung gegeniiber dem Anfangswert der Atmung fihren. 
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Auch bei Verwendung schwachster Al Cl,-Dosen (1. 10~® bis 1 .10-") 
tritt die relative (in einigen Fallen sogar eine absolute) Atmungs- 
steigerung in schwach saurer Lésung schon nach kurzer Vorbehandlung 
auf und kann bis zu 50°, betragen. In Nahrlésungen von px 7,4 bis 7,7 
macht sich die Erhéhung der AtmungsgréBe durch AICI, relativ zu 
den in Al-freier Lésung alternden Gewebsstiicken erst nach langerem 
Altern bemerkbar und kann dann bis zu 25°, betragen. 


4. Nach Kisch und Leibowitz (a.a.O.) und nach weiteren Er- 
fahrungen des hiesigen Laboratoriums werden beim direkten Al-Zusatz 
zu dem in NR (pq 7,4) atmenden Nierengewebe die starksten Atmungs- 
steigerungen durch Al-Dosen von 1. 10-7 bis 1. 10~-% AICI, erreicht 
mit einem recht deutlichen Optimum bei etwa 1. 10-8. Nun zeigen 
die vorliegenden Ergebnisse, daB nach einer kurzen Vorbehandlung 
des Gewebes mit einer AlCl,-Lésung von |. 10-7 bis 1. 10-® in Ringer 
von px 7,4 und nach erfolgter Verdrangung der Konservierungsfliissig- 
keit durch NR die Atmung in NR keine Steigerung gegeniiber der 
Al-frei behandelten Kontrolle zeigt. Jener Al-Effekt erweist sich also 
als reversibel und kann nicht auf eine bleibende Verinderung des Gewebes 
durch AICI], zurtickgefiihrt werden. 

5. Andererseits zeigen die Daten der Tabelle eine deutliche Kumu- 
lation der Al-Wirkung mit der Zeit. Niedrige AICl,-Konzentrationen, 
die bei kurzer Einwirkung keinen bleibenden Atmungseffekt hervor- 
rufen, werden bei Ausdehnung der Vorbehandlung immer deutlicher 
wirksam; umgekehrt kann die durch eine mittlere Al-Dosis bewirkte 
Atmungsférderung bei langer Versuchsdauer in eine Hemmung um- 
schlagen. 

Bei der Deutung dieser Erscheinung mu beriicksichtigt werden, 
daB die bei der vorliegenden Untersuchung angewandte, oben be- 
schriebene Arbeitsmethode keine Gewahr dafiir bietet, dal das bei der 
Vorbehandlung mit der Al-haltigen Nahrlésung in das Gewebe ein- 
gedrungene Al-Salz vor der Atmungsmessung restlos herausgespiilt 
wird. Es ist vielmehr nicht unwahrscheinlich, daB das Gewebe ein 
gewisses, von den Versuchsbedingungen (besonders vom py) abhangiges 
Fixationsvermégen fiir Al-Verbindungen besitzt. In diesem Sinne kann 
vielleicht der verschiedene Grad der Al-Retention durch die Gewebs- 
zellen fiir die verschiedene Wirkung der Al-Vorbehandlung bei ver- 
schiedenem px verantwortlich gemacht werden. Nimmt man eine 
solche Al-Fixation durch das Gewebe an, so ist es auch denkbar, daB 
bei langer Durchtrankung des Gewebes mit einer Al-haltigen Nahr- 
lésung eine allmahliche Anreicherung des Al in den Zellen iiber die 
Konzentration der AuBenfliissigkeit hinaus stattfindet und daB bei 
der Uberfiihrung des Gewebes aus der Konservierungslésung in die 











, 











EinfluB von AICI, auf die Atmung isolierten Nierengewebes. 447 


Atmungslésung das aufgenommene Al] nicht oder nur teilweise wiede1 


abgegeben wird. Damit wiirde die Erscheinung der Akkumulation 
der Al-Wirkung mit der Zeit zwanglos eine Erklirung finden. 


Il. 


Die oben beschriebene Abhingigkeit der Al-Wirkung auf die 
Atmung vom px findet kein Korrelat im Verhalten der Erdalkalimetalle. 
Kinige friiher von Leibowitz (a. a. O., Tabelle XI) ausgefiihrten Versuche 
zeigen, daB die Schutzwirkung der Erdalkalichloride fiir die Atmungs- 
gréBe beim Altern des Gewebes in Konservierungslésungen von ver- 
schiedenem py annahernd gleich stark ist. Zur Erhartung des ab- 
weichenden Verhaltens des AlCl, muBten Versuche tiber den Verlauf der 
Alterung in Ca-freien Ringer an ebendenselben Gewebsstiicken angestellt 
werden, die bei parallelen Versuchen iiber die Konservierung in normalem 
und Al-haltigem Ringer die py-Abhangigkeit der Al-Wirkung zeigten. 
Derartige Versuchsreihen sind in Tabelle Il wiedergegeben. 


Tabelle 11. 








Sor- PH O» 
lierart Yo, sdaminihins der Vor- nach Vorbehandlung in|) Bemerkunge) 
frisch fone behandlungs- 
losung NR NR Ca 
Kalb Nr. 6 | 7.2 7.8 — - 
6b 7.4 7.7 75 
24 7A 6.8 5.8 
48 7.4 5.0 3,9 
6 6.9 1,2 6.9 i 
24 6.9 6.4 5.3 Val. Tab. | 
48 6.9 4.1 3.1 
6 Y | 8.0 7.8 
24 ye i 73 6.4 
48 re 5.6 4.2 
Meer- 8.6 
schweinchen 6 7.4 8.8 8.4 
Nr. 8 24 7,4 8.0 67 
6 69 8.3 8.0 Vel. Tab. 1 
24 6.9 6.9 5.8 
6 he 8.5 8,2 
24 7,4 7.6 6,2 
Schwein Nr.9 - 48 74 4.3 2.9 \ vol Tab. I 
48 69 3.5 2.3 — 


In Bestatigung der friiheren Ergebnisse zeigt sich also, dab die 
durch langandauernden Ca-Entzug bewirkte Atmungssenkung im 
Vergleich zur Ca-haltigen Kontrolle fiir verschiedene py annahernd 
prozentual gleichbleibt. 
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Il. 


Kinen weiteren Weg zur Aufklarung der Beziehungen der Atmungs- 
effekte von Al und Ca zueinander bietet die Untersuchung der Beein- 
flussung der Gewebsatmung durch Al in Ca-freier Nahrlésung. 
B. Kisch' hat gezeigt, dab die atmungssteigernde Wirkung von AICI, 
beim Zusatz des Al-Salzes zu einer Ca-freien Nahrlésung noch deutlicher 
in Erscheinung tritt als bei den Atmungserscheinungen in normalem, 
Ca-haltigem Ringer. Die durch Ca-Entzug bewirkte Senkung der 
AtmungsgréBe lieB sich durch geringe AICl,-Zusitze weitgehend kom- 
pensieren, unter Umstanden sogar tiberkompensieren; minimale Al- 
Dosen (bis herab zu 1. 10-1? AICI), die als Zusatze zu normalem Ringer 
keinen Atmungseffekt hervorzurufen mehr imstande sind, erwiesen 
sich in Ca-freiem Milieu noch als wirksam. Ein weiteres Charakteristikum 
der Al-Wirkung in Ca-freier Lésung war die Tatsache, daB hohe Al- 
Dosen (1 . 10~® bis 1 . 10-4), die als Zusatze zu normalem Ringer deutlich 
atmungshemmend wirken, ihre schadigende Wirkung nicht in Ab- 
wesenheit von Ca entfalteten: AICI, trat also gewissermaBen als Ersatz 
fiir CaCl, auf. 

Im AnschluB an diese Untersuchung wurden nun vergleichende 
Versuche tiber den Ersatz von Ca durch Al bei der Atmung des Gewebes 
in Nahrlésungen von verschiedenem py angestellt. Die Versuche sind 
in Tabelle Il] zusammengestellt. 

Das fiir die Versuche verwendete Material, frische und gealterte 
Schweineniere, scheint gegeniiber den untersuchten Einfliissen weniger 
empfindlich zu sein als die von Kisch (a. a. O., Tabelle IV) verwendeten 
Kaninchen- und Meerschweinchennieren, so daB die Ausschlage hier 
im allgemeinen wesentlich schwacher sind. Doch lassen die Daten 
der Tabelle folgende Schliisse zu: Die Ergebnisse von Kisch werden 
bei den Versuchen in normalem Ringer von px 7,4 bestatigt. Das AICI, 
entfaltet auch in Ca-freiem Milieu eine atmungssteigernde Wirkung, 
die bis herab zu Konzentrationen von | . 10-' AICI, sehr deutlich, bis 
herab zu 1. 10-™ AICI, merklich ist. Die hohen Al-Dosen von 1 . 10-% 
bis 1 . 10-4 AICI, die in normalem, Ca-haltigem Ringer immer hemmend 
auf die Atmung wirken, werden in Ca-freier Lésung entgiftet und wirken 
dann eher atmungsférdernd. In _ bicarbonatfreier Nahrlésung von 
pu 6,9 zeigen niedrige Al-Dosen ebenso eine atmungsférdernde Wirkung 
wie im alkalischen normalen Ringer. Dagegen gelingt hier die Ent- 
giftung der hohen Al-Dosen durch Ca-Entzug nicht. Somit tritt auch 
hier die héhere Empfindlichkeit der Gewebsatmung gegen Al-Kinfliisse 
bei Entzug der OH’-Ionen zutage, die bereits aus den Daten der Tabelle I 
(s. oben) zu erkennen war. 


! B. Kisch, diese Zeitschr. 235, 51, 1931. 
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Die Ursache der Abhangigkeit der Al-Wirkung auf die Gewebs- 
atmung vom pq kann in einem chemischen, oder wie dies B; Kisch (1. c.) 
vermutet, eher in einem kolloid-chemischen Sachverhalt gesucht werden. 
Kinerseits kann die Ursache des abweichenden Verhaltens der Al-Salze 
von den Erdalkalisalzen darin liegen, daB in einer annahernd neutralen 
Al-Salzlésung neben den ungespaltenen Molekiilen und wenigen Al-Ionen 
eine weitgehende hydrolytische Dissoziation zu Aluminiumhydroxyd 
anzunehmen ist ; letzteres geht mit zunelimender Alkalinitat der Lésung 
in Aluminat tiber, und das Gleichgew'cht zwischen allen diesen Bestand- 
teilen einer Al-Lésung wird ganz wesentlich von pu- (und Konzentra- 
tions-)Anderungen beeinfluBt werden. Man brauchte nun nur noch 
anzunehmen, daB die Atmungsbeeinflussung von den Al-lonen ausgeht 
(wofiir die Gleichartigkeit der Wirkung von Aluminiumeclilorid und 
-sulfat spricht, vgl. Aisch und Leibowitz, a.a.O., Tabelle 2), um 
eine einfache Erklirung fiir das Nachlassen der Aluminiumempfindlich- 
keit mit zunehmender Alkalinitét des Milieus zu haben. Freilich wiirde 
diese Deutung weder die Analogie zwischen der Atmungsbeeinflussung 
durch Aluminium- und durch Borverbindungen! noch die weitgehende 
Ersetzbarkeit des Ca durch Al gerade in alkalischer Lésung befriedigend 
erklaren. GréBere Wahrscheinlichkeit hat daher die Deutung, die von 
der Permeabilitits-, Fixations- und Retentionsfahigkeit des Gewebes 
fiir Al-Salze (im Sinne der oben gemachten Ausfiihrungen) ausgeht. 
Diese EKigenschaften des Gewebes miissen sehr stark vom py des Milieus 
abhangig sein. Uberhaupt miissen kolloidchemische Momente in einer 
Lésung, in der das kolloide und gelbildende Aluminiumhydroxyd ent- 
halten ist oder doch wahrend des Versuchs entstehen und sich an 
aéuBeren und inneren Gewebsoberflichen niederschlagen kann, eine 
ganz andere Rolle spielen als etwa in den Erdalkalichloridlésungen. 


! 8B. Kisch, diese Zeitschr. 235, 35, 51, 1931. 
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Uber Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels 
bei der Trypanosomiasis des Kaninchens. 


Von 


Th. v. Brand und P. Regendanz. 


(Aus dem Institut fiir Schiffs- und Tropenkrankheiten zu Hamburg, 
Protozoologische Abteilung.) 


(Eingegangen am 27. September 1931.) 


Wie frithere Untersuchungen gezeigt haben, tritt bei der Trypano- 
somiasis der Tiere eine St6rung des Zuckerstoffwechsels auf. Es war 
bisher im wesentlichen festgestellt worden, wie sich bei den mit Trypano- 
somen infizierten Tieren der Blutzuckerspiegel und der Glykogengehalt 
der Leber und Muskeln verhalt. Es hatte sich bei diesen Untersuchungen 
ergeben, daB bei der Trypanosomeninfektion der Tiere terminal und 
agonal der Blutzucker herabgesetzt ist und der Glykogengehalt der Leber 
vermindert sein kann. Jedoch war noch keine einheitliche Anschauung 
dariiber gewonnen worden, wie diese St6rung des Kohlenhydratstoff- 
wechsels zustande kommt. Wahrend einige Untersucher die Auffassung 
vertreten, daB der Zuckerverbrauch durch die Trypanosomen die 
wesentliche oder hauptséchliche Rolle fiir das Zustandekommen der 
Stoffwechselstérung spiele, sind andere der Meinung, daB durch Toxine 
der Trypanosomen eine Schadigung der den Zuckerstoffwechsel regu- 
lierenden Organe erfolge, welche dann zu den genannten Stérungen 
fiihren. Der Zweck vorliegender Untersuchung war nun, hieriiber 
weitere Aufschliisse zu erhalten. 

Hierzu wahlten wir das Kaninchen, da es bei diesen Tieren méglich 
ist, sowohl einwandfreie wiederholte Blutentnahmen zur Feststellung 
des Zuckerspiegels zu machen als auch quantitative Untersuchungen 
des Leber- und Muskelglykogens exakt durchzufiihren, wobei es uns 
nicht nur daran gelegen war, den Glykogengehalt wahrend verschiedener 
Stadien der Infektion festzustellen, sondern auch durch die in det 
unten beschriebenen Weise vorgenommenen Zuckerfiitterungen einen 
Einblick in die Art der vorliegenden Stoffwechselstérung zu gewinnen. 
Ferner erschien uns das Kaninchen auch deswegen geeigneter als die 
meist verwendeten kleineren Versuchstiere, weil beim Kaninchen im 
allgemeinen die Trypanosomeninfektion nicht unter standiger Zunahme 
der Zahl der im Blute befindlichen Parasiten schnell zum Tode fiihrt, 
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wie z. B. bei der Ratte, sondern sich mit trypanosomenfreien Intervallen 
auf langere Zeit erstreckt und somit der natiirlichen Trypanosomen- 
infektion der gréBeren ‘liere ahnlicher verlauft. 

Fir die Infektion der Kaninchen verwendeten wir einen Nagana- 
stamm (Tryp. brucei 30), der jedesmal aus Mauseblut den Tieren 
subcutan injiziert wurde. Mehrere Tage nach der Injektion treten die 
Trypanosomen dann zahlreicher im Blute auf, um dann wieder zu ver- 
schwinden und nach einem verschieden langen Zeitraum wieder im 
Blute zahlreicher zu werden. Dieses Wechseln zwischen trypano- 
somenfreien Intervallen und Perioden mit stairkerer Blutinfektion 
kann sich einige Male wiederholen, gelegentlich sind die Trypanosomen 
stets, wenn auch in wechselnder Zahl, im Blute mikroskopisch nach- 
weisbar. Eine Uberschwemmung des Blutes mit den Parasiten jedoch 
kommt beim Kaninchen mit dem von uns verwendeten Stamm nicht 
zur Beobachtung. Dagegen treten etwa von der dritten Woche an die 
klini-;chen Symptome auf, die, abgesehen von einer Abmagerung, in 
édematésen Schwellungen am Kopfe bestehen, welche besonders an 
der Augen- und Nasengegend ihren Sitz haben. An den Augen tritt 
zuerst eine schleimig-citiige Conjunctivitis auf, in deren Sekret Trypano- 
somen oft nachwei: bar sind, worauf sich eine 6dematése Schwellung 
der Lider anschlieBt, so daB im Terminalstadium die Lider kaum noch 
geéffnet werden kénnen. Auch das Odem in der Nasengegend greift 
dann auf die benachbarten Schleimhaute tiber, wozu dann noch ent- 
zundliche Prozesse hinzutreten. Die Infektion endet durchschnittlich 
in 3 bis 4 Wochen tédlich, schon einige Tage vorher ist die Nahrungs- 
aufnahme meist stark vermindert. 

Bisher liegen nur einzelne Untersuchungen iiber die St6rung des 
Zuckerstoffwechsels beim mit Trypanosomen infizierten Kaninchen vor 
und sind zudem nur an einer kleinen Zahl von Tieren vorgenommen 
worden. Ihre Ergebnisse sind nicht tibereinstimmend. 

Schern schlieBt aus Versuchen an zwei infizierten Kaninchen, dab 
bei der Trypanosomeninfektion eine Hypoglykaémie auftritt, der eine 
Hyperglykimie mit schwankenden Werten vorausgehen soll. Dubois und 
Bouckaert geben Bestehen von Hypoglykamie wahrend starker Blutinfektion 
an, Locatelli fand keine wesentlichen Unterschiede in den Blutzuckerwerten 
bei Anwesenheit von einer kleinen oder groBen Zahl von Trypanosomen im 
Blute (Blutzucker zwischen 90 und 120), nur in der Agone Herabsetzung 
auf 18. 

Zuerst war jetzt festzustellen, wie hoch der Blutzuckerspiegel beim 
gesunden Kaninchen ist und ferner, in welchen Grenzen er bei dem- 
selben Tiere schwanken kann. Dazu wurden die Tiere wahrend 17 bis 
18 Stunden niichtern gehalten. Das Blut wurde durch einen kleinen 
Einschnitt aus den OhrgeféBen gewonnen und die Zuckerbestimmung 
nach Hagedorn-Jensen vorgenommen (jedesmal Durchschnitt aus zwei gut 
iibereinstimmenden Werten). Bei der Blutentnahme wurde darauf geachtet. 
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daB die Tiere nicht erschreckt wurden oder in Erregung gerieten zur 
Vermeidung eines Zuckeranstiegs im Blute (analog der Fesselungshyper- 
glykamie). 

In der Tabelle I sind die gefundenen Niichternblutzuckerwerte normaler 
Kaninchen angegeben. Die Werte wurden erhoben bei 23 normalen Kanin- 
chen in 37 Untersuchungen, sie schwanken zwischen 101 und 141, ihre 
Durchschnittszahl ist 116,8. Sie stimmen gut iiberein mit den von Kisch, 
Simons und Weyl an normailen, niichternen Kaninchen erhobenen (100 
bis 139), sowie mit denen von Rona und Sperling (98 bis 118, 123 bis 134). 
Die von Schern an zwei gesunden Kaninchen gefundenen Werte schwanken 
zwischen 65 bis 81 bzw. 66 bis 86. Diese Werte kénnen jedoch nicht richtige 
fiir normale Kaninchen sein. Bekanntlich ist das Blut dieser Tierart 
reicher an Zucker als das anderer Tiere, eine Eigenschaft, wegen derer 
es friiher ja vorzugsweise zur Herstellung von Trypanosomennihrbéden 
verwendet wurde. Ferner wurde, wie aus Tabelle LL ersichtlich, bei einer 
Reihe normaler Kaninchen in Abstand von 2 bis 4 Tagen dreimal der 
Blutzucker bestimmt. Es zeigte sich, daB auch bei normalen, niichtern 
gehaltenen Kaninchen der Blutzuckergehalt innerhalb der normalen Werte 
nicht unbetrachtlich schwanken kann, wobei jedoch zu beachten ist, daB 
die Durchschnittswerte der einzelnen Untersuchungstage nur eine geringe 
Verschiedenheit zeigen: 113,1, 118,7, 113,4. 


Tabelle I. 


Niichternzuckerwerte normaler Kaninchen. 





Tier Blutzucker Tier Blutzucker 
Normales Kaninchen Nagana-Kaninchen vor 
Nr. 4 oe a 114 der Infektion 
— sae or. 124 ff jr 126 
‘. se 0" 120 i oe . 191 
ay: ae 141 5 es ; 131 
i >See eerie nt 135 1 a rs de 107 
. See i) noe? 124 . aoe ; 102 
‘Cay ae” 116 ere oe ae 114 
+ aoe ae 130 Normales Kaninchen 
Nr.16 .. som 117 
ae ~é 103 





Tabelle II. 





Blutzucker 


Tier 
5. IX. 9. IX 11. IX. 
Normales Kaninchen 
Nr. 19 ; Fiabe 110 118 122 
a ss ‘ eee 112 123 110 
» aa ae 122 129 109 
= ee ‘ ; 131 113 112 
25. <= 103 198 119 
. 26 : 104 118 107 
+ ae uo 110 122 124 
Durchschnittswerte : 113.1 118,7 113.4 
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Fir die Verainderung des Blutzuckerspiegels bei mit Tryp. brucei 
infizierten Kaninchen k6nnen wir drei Perioden des Infektionsverlaufes 
in Betracht ziehen. Dab in dem allerletzten Stadium, in der Agone, der 
Blutzucker herabgesetzt ist, und zwar bedeutend. war vorauszusehen und 
ist fiir die Trypanosomeninfektion nicht spezifisch, da der agonale Abfall 
des Glucosegehalts des Blutes auch bei bakteriellen Infektionen (Zotta und 
Radacovici) oder bei der Bartonelleninfektion der Ratte (Linton, Regendanz) 
festgestellt ist. Dementsprechend fanden wir als agonale Blutzuckerwerte 
bei zwei Kaninchen Zahlen von 23 und 32, bei einem anderen, das wahrend 
der Tage vorher mit Zucker durch Magensonde gefiittert worden war, in 
der Agone einen Blutzuckerwert von 29 (Kaninchen Nr. 12), nachdem er 
5 Stunden vorher noch 53 hetragen hatte. 

AuBer dieser agonalen Blutzuckerherabsetzung tritt jedoch bereits 
gegen Ende der Infektion, wie wir im Verlauf unserer Untersuchungen 
wiederholt feststellen konnten, eine Verminderung des Blutzuckers in 
Erscheinung (s. Tabelle III). Dieses Absinken des Blutzuckerspiegels 
konnte bei mehreren Tieren schon beobachtet werden. als sie noch keinen 
schwerkranken Eindruck machten, so daB die Herabsetzung des Blutzucker 
spiegels wihrend mehrerer Tage vor dem tédlichen Ende bereits deutlich 
nachweisbar war. Wir bezeichnen sie als ,.ferminale Hypoglykdmie*. Be- 
merkenswert ist weiter, da$ sie auch nicht durch tagliche stomachale Zufuhr 
von 20 ¢ Rohrzucker (durch Magensonde verabfolgt) beeinfluBt wird, was 
darauf hinweist. daB die Blutzuckerherabsetzung ein Ausdruck einer 
zentral bedingten Stoffwechselstérung ist. Scheff errechnete bei der Trypano- 
someninfektion der Ratte, daB die Herabsetzung des Blutzuckerspiegels 
etwa 10 Stunden vor dem Tode der Tiere deutlich in Erscheinung tritt, 
wiahrend der eine von uns (Regendanz) bei mit Trypanosomen infizierten 


Tabelle Ill. 


Blutzuckerwerte infizierter Kaninchen im Terminalstadium. 





Nagana-Kaninchen 


Nr Infiziert seit Tagen Blutzucker Trypanosomen 
11 28 74 j #*# 
; 12 32** 56 (+) 

14 j6** 123* (+) 
37** 83 + 
38** 122* + 

16 26** 66 
=e 50 + 

18 41 84 (-) 

24 19 78 - 
20 103 (+) 
21** 77 (+) 

29 4(** 68 (+) 

31 35** 89 
35** 70 = 

32 35 84 (+) 

= Nicht untersucht. * = Nicht niichtern. 


** — Am Tage vorher mit Zucker gefiittert. *** — Erklarung s. Tabelle IV. 
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Affen eine schon mehrere Tage vor dem Tode bestehende Hypoglykiimie 
nachwies. Die terminale Hypoglykamie kommt demnach auch bei anderen 
mit Trypanosomen infizierten Tierarten vor, wenn sie auch bei der Ratte, 
wohl wegen des schnellen Infektionsverlaufes, nicht so deutlich in Er- 
scheinung tritt. Aus unseren Untersuchungen konnten wir ferner das 
Verhalten des Blutzuckers in friiheren Stadien der Infektion beobachten 
(s. Tabelle TV). Wir fanden, daB in den ersten 3 Wochen der Infektion 


Tabelle IV. 


Niichternblutzuckerwerte infizierter Kaninchen. 





Tag nach der Infektion 





Nagana- 


Kaninchen 5. 12. 19. 26. 
Blut- ‘Trypano-. Blut- Trypano-  Blut- Trypano- Blut- | Trypano- 

Nr. zucker somen zucker somen zucker somen zucker somen 
6 140 0 133 + 110 4 

7 136 0 134 (+) 105 0 99 0* 
8 133 0 132 0) 113 0 99 O* 
] 118 0 110 (+) 106 0 117 ()* 
10 108 0 112 (+) 99 (+) 109 0* 
11 138 0 116 (+) 121 as 88 } 
12 115 0 108 114 0 &8 (+) 
13 109 0) 119 (+) 119 0 95 (+) 
14 114 0 116 (+) 113 ) 125 
15 123 0 104 4. 100 0 26 de 
16 119 0 110 sot 103 (+) 66 (+) 





Tag nach der Infektion 


Nagana- 7 13. 20. 27. 


Kaninchen 
Blut- Trypano-  Blut- Trypano- Blut-  Trypano- Blut- Trypano- 
Nr. zucker somen zucker somen zucker somen zucker somen 
17 122 0 112 0 95 (+) 97 (+) 
18 140 0 136 0 116 (+) 132 (+) 
19 115 0 106 (+) 101 (+) 97 (+-) 
20 119 0 196 (+) 109 + 104 (+) 
21 140 0 114 0 116 (+) 92 | (+) 
22 135 0 106 0G 107 (+) 85 
2: 97 0 115 (+) 116 0 
24 113 0 100 (+) 78 (+) 
25 110 0 118 + 100 (+) 
26 116 0 103 (+) 110 0 
27 94 0 101 (+) 110 (+) 
28 106 0 121 (+) 113 (+) 
—e | 120 114.4 107,5 
Blutzucker 


0 = Ganz vereinzelte Trypanosomen im gefarbten Dicken-Tropfen-Priparat. 
(+) = 1 Trypanosom in jedem 2. bis 3. Gesichtsfeld des Dicken-Tropfen-Priparats 


+ = 1 Trypanosom pro Gesichtsfeld des Dicken-Tropfen-Priparats. 
++ = 2 bis 3 Trypanosomen pro Gesichtsfeld des Dicken-Tropfen-Priparats 
++ = Zahlreiche Trypanosomen pro Gesichtsfeld des Dicken-Tropfen-Praparats 
* 


Nur im frischen Tropfen untersucht. 
(Mikr. Olimmersion ! ;9, Okular Komp. 4 Zeiss.) 
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eine allmahliche Herabsetzung des Blutzuckers bei Zugrundelegung der 
Durchschnittswerte (120, 114.4, 107,5) vielleicht bestehen kann, méchten 
dies jedoch, da die Unterschiede nicht groB sind, nicht als erwiesen 
erachten, besonders da auch, wie oben gezeigt, bei normalen Kaninchen 
Schwankungen des Blutzuckerspiegels bestehen und ferner die Herab- 
setzung der Durchschnittszahlen dadurch zustande kommen kann, daB 
sich einige Tiere schon im terminalen Stadium der Infektion befunden 
haben, da ja die Dauer des Verlaufs der Trypanosomeninfektion bei den 
einzelnen Kaninchen stark verschieden sein kann. 

Fs ist noch zu erlautern. ob ein Zusammenhang der Senkung des Blut- 
zuckerspiegels mit dem Zuckerverbrauch der Trypanosomen anzunehmen 
ist. Bekanntlich verbrauchen die Trypanosomen in vitro Zucker. Bei 
einer Berechnung des Zuckerverbrauchs verschiedener Trypanosomen- 
arten in vitro fand Regendanz, da8 von einer Milliarde Trypanosomen 
wahrend 4 Stunden héchstens 10 mg Zucker verbraucht werden. wahrend 
Yorke, Adams und Murgatroyd einen Zuckerverbrauch von 12 mg wahrend 
5 Stunden durch etwa 400 Millionen Trypanosomen einmal feststellten. 
Bei der Infektion des Kaninchens ist, wie gesagt, die Zahl der im Blute 
befindlichen Trypanosomen im Vergleich mit den Verhaltnissen bei den 
kleinen Laboratoriumstieren, meist eine auBerordentlich kleine. Besonders 
im terminalen Stadium der Infektion, wenn der Blutzucker meist schon 
niedrig ist, fanden wir meistens nur eine geringe Zah! von Parasiten im Blute 
der Kaninchen, so da8 sie oft nur im gefarbten Dicken-Tropfen-Praparat 
nachweisbar waren. Nimmt man nun an, da8 die Gesamtblutmenge eines 
3000 g schweren Kaninchens etwa 240 cem betragt, so wiirden in ihm etwa 
240000 Trypanosomen enthalten sein, wenn wir annehmen, da8 im Kubik- 
millimeter, wie es tatsaéchlich meistens der Fall war, héchstens ein Trypano- 
som enthalten ist. Es wiirden dann durch die Trypanosomen etwa 0.36 mg 
Zucker innerhalb 24 Stunden verbraucht werden, wobei wir die hohen 
Verbrauchszahlen der englischen Autoren zugrunde legen. Aber selbst 
wenn im Verlauf der Infektion im Kaninchenblut die tausendfache 
Menge von Trypanosomen vorhanden sind, ware der Zuckerverbrauch 
durch die Trypanosomen fiir den Organismus bedeutungslos, wobei noch 
darauf hinzuweisen ist, da8 beim Kaninchen trypanosomenfreie bzw. 
-arme Intervalle auftreten. Somit miissen wir die von anderen Seiten 
geiuBerte Ansicht, daB durch den Zuckerverbrauch der Trypanosomen 
eine Erschépfung der Zuckervorrate und eine funktionelle Cheranstrengung 
der Leber zustande komme, fiir die Trypanosomiasis der Kaninchen ab- 
lehnen. Auch fiir die Annahme Scherns, da8 der Hypoglykamie der trypano- 
someninfizierten Kaninchen eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels voran- 
gehen soll, haben wir in unseren Untersuchungen keinen Anhalt finden 
kénnen. Allerdings sind die Werte Scherns, welche er wohl als hyper- 
glykamische ansieht (92—97), nur soleche, welche nach unseren Fest- 
stellungen an der unteren (!) Grenze der Normalwerte niichterner Kaninchen 
liegen. 

Da die Nahrungsaufnahme der mit Trypanosoma brucei infizierten 
Kaninchen im Endstadium, wenn die klinischen Symptome stark aus- 
gepragt sind, gering ist, muBte ferner in Erwagung gezogen werden, ob die 
terminale Herabsetzung des Blutzuckerspiegels etwa durch den Hunger- 
zustand verursacht ist. Uber den Einflu8 des Hungerns auf den Blut- 
zuckerspiegel beim Kaninchen liegen bereits Untersuchungen von Kisch., 
Simons und Weyl vor. Diese ergaben, dali trotz tagelangen Hungernlassens 
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und trotz der dadurch verursachten starken Gewichtsabnahme auch beim 
normalen Kaninchen der Blutzuckerspiegel nicht oder aur ganz unbedeutend 
absinkt. Hiermit fand die auch von anderen Untersuchern gemachte Er- 
fahrung eine Bestaétigung, daB es durch einfaches Hungernlassen nicht 
gelingt, den Blutzuckerspiegel beim Tiere herabzusetzen. Wir selbst fanden 
bei unseren Untersuchungen, da nach fiinftagigem Hungernlassen bei 
zwei nicht infizierten Kaninchen der Blutzucker noch véllig normal war 
(116, 134). Andererseits wird auch durch reichliche Zufuhr von Zucker 
(durch den Magenschlauch) beim normalen Kaninchen der Blutzucker- 
spiegel nicht nachhaltig beeinfluBt. So hatten zwei Kaninchen, die 7 Tage 
lang taglich 20g Rohrzucker intrastomachal erhalten hatten und dann 
etwa 18 Stunden niichtern gehalten worden waren, durchaus normale 
Blutzuckerwerte von 109 bzw. 118. Es kann daher die Méglichkeit aus- 
geschlossen werden, daB die terminale Hypoglykamie beim Nagana- 
Kaninchen alimentar verursacht ist. 


Wir gehen nunmehr zur Besprechung unserer Glykogenunter- 
suchungen iiber. 

Was zunachst die Methodik anbetrifft, so ist zu betonen, daB sich 
alle Kaninchen vor dem Tétungstermin einige Wochen im Institut 
befanden und wahrend dieser Zeit in bezug auf KafiggréBe und Fiitterung 
(Griinfutter, Hafer) gleichmaBig behandelt wurden. 


Die Glykogenbestimmung geschah im wesentlichen nach der P/liiger- 
schen Methodik. Die nach der durch Nackenschlag erfolgten Tétung sofort 
herausgenommene Leber wurde in kleine Stiicke zerschnitten und in dem 
1!/,fachen Volumen 60 “Siger Kalilauge 2 Stunden lang auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde etwas mit destilliertem 
Wasser verdiinnt und mit dem I'/,fachen Volumen 96° igen Alkohols 
gefallt. Der Niederschlag wurde auf einem Filter gesammelt, in Wasser 
gelést und mit HCl angesaéuert. Hierauf wurde von den ausgefallenen 
Verunreinigungen abfiltriert und das Filtrat mit dem doppelten Volumen 
96°. igen Alkohols gefallt. Nach einem dritten,. gelegentlich erst nach einem 
vierten Umfallen war das Glykogen ein rein weiBes Pulver. Es wurde 
mit 66-, 96-, 100° igem Alkohol und Ather wiederholt gewaschen, bei 110° C 
getrocknet und hierauf gewogen. In Hinblick auf den Einwand Scheffs, 
da8 man bei den kleinen Mengen reduzierender Substanz. die sich nach 
Saéurespaltung der nach der Glykogenmethodik gewonnenen Produkte 
in der Leber trypanosomenkranker Ratten finden. diese nicht mit 
Sicherheit auf Glykogen zuriickfiihren kénne, méchten wir hervorheben, 
daB wir in den Fallen mit geringem Glykogengehalt der Organe in den 
isolierten Produkten die Jodprobe ausgefiihrt haben. Diese war ausnahmslos 


positiv. Einige Male haben wir ferner festgestellt, dals die vorher nicht 
reduzierende Substanz nach Einwirkung von $peichel reduzierte. Da 


ferner die wasserige Lésung der Substanz immer opaleszent war, kann mit 
Sicherheit gesagt werden, da® es sich auch in den Fallen mit kleiner Aus- 
beute immer um Glykogen handelte. 

Der Glykogengehalt der Muskeln wurde nach der gleichen Methodik 
festgestellt. Wir benutzten immer die Muskulatur der Hinterschenkel zur 
Glykogendarstellung. Leider war es uns aus technischen (Criinden nicht 
moglich, die gesamte Muskulatur zu verarbeiten. so daB hier also nur Ver- 
gleiche des prozentualen Glykogengehaltes zu machen sind. wahrend An- 
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gaben uber den Geseintglykogenbestand des Koérpers nicht mdéglich sind. 
Auf eine Untersuchung des Glykogengehaltes der tibrigen Kérperteile 
haben wir verzichtet. Nach den Zusammenstellungen Pfliigers sind die in 
diesen Teilen enthaltenen Glykogenmengen nicht so bedeutend, daf sie 
fiir die uns interessierende Fragestellung in Betracht kommen. 

Der Glykogengehalt der Leber normaler Kontrollkaninchen, 
denen die Nahrung seit 18 Stunden entzogen war, schwankte auBer- 
ordentlich stark, wie aus der Tabelle V hervorgeht. Diese Er: cheinung 
ist schon lange bekannt und besonders von Pyliiger scharf hervor- 
gehoben worden. Der Mittelwert dieser Serie betiagt 0,97°,. Es 
besteht die Méglichkeit, daB bei langerem Hungernlassen der Tiere 
vielleicht gleichmaBigere Resultate zu erzielen gewesen waren. So 
gibt z. B. Kiilz an, daB der Leberglykogengehalt von zehn Kaninchen, 
die 6 Tage gehungert hatten, zwischen 0,33 und 0,90°, schwankte. 
Wir konnten diesen Weg indes in Hinblick auf die Empfindlichkeit 
der infizierten Tiere nicht einschlagen. Der Glykogengehalt der 
Muskulatur schwankte in viel engeren Grenzen, namlich zwischen 
0,16 und 0,34°%, der Mittelwert betriigt: 0,24°,. 


Tabelle V. 





Leberglykogen Muskelglykogen 


der 





Kaninchen 


Gewicht 





Verarbeitete 


= 
< 





Trypanosomen 


gewichts 
gewichts 


2 
Lf 


Nr. g g ; £ 
I. Glykogen in normalen Kontrollkaninchen nach 18 Stunden Niichternheit. 


2 5650 68,9 | 0,121 | 0.18 |) nicht bestimmt 
| ‘ 


4 2525 55.9 O13 | 021 
12 | 8020 826 0,655 0.79 188 0,485 0,23 
13 3989 60.8 0,146 0.24 216 0.734 0.34 
14 2229 63.1 0.192 030 122 0236 019 
17 3959 77,1 2,929 | 262 152 | 9,506 | 0,33 
18 3000 918 3,419 | 3.72 172 0,286. 0,17 
27 230 598 0.244 | 041 129. 0.277. 0,23 
28 2920 60.5 0.159 | 026 103 0169 0,16 
Mittelwert 0.97 0,24 


II. Glykogen in infizierten Kaninchen nach 18 Stunden Niichternheit. 


Nagana- 
haninchen 
6 23 (+) 32 959 31,0 negativ - 65 negativ 

15 23 | (+)! — 1329 34.0 Spuren - 88 0.042 0,05 
37 30 (+) 117° 1750) 49 0.929 0.06 63 0,060 010 
35 39 (+) 99 3020 114 0.575 0.59 165 0337 0.20 
36 33 (+) 104 3B1LO | 106 0,109 , 010 240 0,603 0.25 
32 34 (4+) 84 2400 84.8 0530 063 163 0,555 0,34 
33 | 34 (+)! 94 2330) 78.5 0,528 067 126 0,249 020 

Gesumtmittelwert 0.28 0.16 


0,22 


Mittelwert ohne die agonalen Tiere Nr.6 und 15 = 0,39 
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Der Glykogengehalt der Leber infizierter Tiere erwies sich bei 


jenen Exemplaren, die einen agonal herabgesetzten Blutzucker hatten, 
als praktisch gleich Null. Von den zwei in diesem Stadium untersuchten 
‘lieren konnten nur bei einem (Nr. 15) geringste Spuren Glykogen 
mittels der Jodreaktion nachgewiesen werden. “uch der Glykogen- 
gehalt der Muskulatur war auBerordentlich gering. Bei Tier Nr. 6 
wurden auch in den Muskeln keine Glykogenspuren gefunden. Der 
Mittelwert der tibrigen niichternen Naganatiere ergibt fiir die Leber 
0,39°,, Glykogen (nach Ausschaltung der agonalen Tiere Nr. 6 und 15). 
Dieser Wert liegt nicht unwesentlich unter dem fur die Normaltiere 
gefundenen. Man kann ihn aber in Hinblick auf die verschiedenen, 
in der gleichen GréBenordnung liegenden Werte der Normalkaninchen 
nicht zu einem SchluB dazu verwerten, daB in diesem Stadium der 
Krankheit bereits eine wesentliche Stérung im Glykogenhaushalt der 
Leber vorliegt. 

Der Mittelwert des Muskelglykogens bei den zur gleichen Serie 
gehérigen Tieren betragt 0,22°%. Er liegt somit recht nahe bei jenem 
der Normaltiere; man ist nicht berechtigt, von einer wesentlichern 
Veranderung zu sprechen. 

Ein klares Bild, ob und in welchem Umfange eine Stérung des 
Glykogenhaushalts bei Leber und Muskel vorliegt, konnten demgemiB 
die bisher mitgeteilten quantitativen Untersuchungen nicht ergeben. 
Wir haben nun in weiteren Versuchsreihen festgestellt, wie sich das 
Glykogenbildungsvermégen der ‘Tiere nach groBen Zuckergaben verhalt. 

Zu diesem Zwecke haben wir zunichst Normaltieren und infizierten 
Kaninchen groBe Zuckermengen zugefihrt. 

Die Tiere wurden 18 Stunden niichtern gehalten, dann erhielten sie 
die erste Zuckergahe durch Magenschlauch, nach 7 Stunden eine zweite 
ebenso groBe. 16 Stunden nach der zweiten Zuckerfitterung wurden dann 
die Kaninchen auf die oben beschriebene Weise auf Glykogen verarbeitet. 
Wir haben Rohrzucker in etwa 30°, iger Lésung verfiittert, der als aus 
gezeichneter Glykogenbildner bekannt ist und von den Tieren anstandslos 
vertragen wurde. Wir gaben den infizierten Tieren insgesamt pro 1 kg 
Lebendgewicht 25g Rohrzucker. Die Vergleichsdosierung fiir die Normal- 
tiere ist nicht einfach, denn die infizierten Tiere nehmen zum Teil stark 
an Gewicht ab (in unseren Versuchen bis zu 30°), wahrend andere in ge- 
ringerem MaBe an Gewicht zunahmen). Es hat sich ferner gezeigt, dab 
die Leber der infizierten Tiere (Hungerserie) bei prozentischer Betrachtungs 
weise schwerer erscheint als die der entsprechenden Kontrollen (vgl. Ta- 
belle VI), néamlich in Prozenten des Gewichts am Tétungstage 3,38 
gegen 2,43°, der Kontrollen. Wenn man das Lebergewicht dagegen bei 
den infizierten Tieren auf das Tiergewicht vor der Infektion bezieht, so 
kommt man zu einem Mittelwert von 2,69°,,, der dem Normalwert sehr 
nahe liegt. Daraus geht hervor, daB die auch klinisch olhine weiteres fest 
stellbare Abmagerung in erster Linie auf Kosten der Muskulatur und des 
Fettgewebes gehen diirfte. Fiir die Kontrollzuckerdosierung aber multe 


30* 
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Tabelle WJ. 


Lebergewicht normaler Kaninchen nach 


18 Stunden 


Hunger. 





Normales 
Kaninchen 


Gewicht 
am Titungstag 


Leber 


0 1 





" o des 
Nr. g | 6 Kirpergewichts 
2 3659 68,9 1,89 
4 2525 55.0 2,17 
12 3029 82,6 2.74 
13 3050 69,8 1,97 
14 2220 63,1 2,84 
17 3050 77,1 2,53 
18 3009 91,8 3,06 
19 2920 60,5 2,07 
28 2300 59,8 2.60 
Mittelwert: 2,43 
2. Lebergewicht infizierter Kaninchen nach |I8 Stunden Hunger. 
Leber 
Nagana- Gewicht Gewicht am = ————__— ates 
Kaninchen vor der Toétungstag 0), des 0), des 


Infektion 


Gewichts vor 


Gewichts am 


Nr. g ™ der Infektion Totungstag 
32 2920 2400 84,8 2.90 3,53 
33 3239 2330 78,5 2,43 3,37 
35 3490 3020 114.0 3,27 3,77 
36 4009 3110 106.0 2.65 341 
37 2250 1750 49,1 2.18 2.80 
Mittelwert: 2,69 3,38 





es fraglich erscheinen, ob man bei der Zugrundelegung der Zuckergaben an 
die infizierten Tiere vom Gewicht des Tétungstages oder etwa in Hinblick 
auf das Lebergewicht von der Zuckermenge ausgehen sollte, die auf das 
Kilogramm Tiergewicht vor der Infektion gekommen ware. Eine Dosierung 
nach der Oberflache, die, wie dies Holtz gezeigt hat, fiir die Zuckerdosierung 
bei Resorptionsstudien erwiinscht ist, kam nicht in Frage, da die Oberflache 
nach der Meehschen Formel aus dem Gewicht berechnet wird, das aber, 
wie gezeigt, weitgehend alteriert ist. Wir gingen so vor, daB wir einem 
Teil unserer Kontrollen 25g Rohrzucker pro Kilogramm Lebendgewicht 
gaben, also soviel, wie die infizierten Tiere erhielten. Den anderen gaben 
wir nur 17g. Letztere Dosierung wiirde dem maxialen Gewichtsabfall 
von etwa 30°, entsprechen. Wie aus der beigefiigten Tabelle VII hervor- 
geht, kommt es in beiden Fallen bei den nicht infizierten Tieren zu einer 
auBerordentlich starken Glykogenanhéufung in der Leber, die durchaus 
in der gleichen Gré8enordnung ist. Es ist also die Folgerung erlaubt, daB 
die von uns gewahlte Zuckerdosierung eine richtige Vergleichsbasis gibt. 


Wenn wir zunachst die Kontrollen ins Auge fassen, so geht aus 
Tabelle VII hervor, daB der Glykogengehalt der Leber nach der Zucker- 
fiitterung schwankt zwischen 8,64 und 15,54°%. 
er 10,90°%. 


Im Mittel betragt 
Da dic infizierten Tiere in den letzten Tagen vor dem Tode 


Vil 


Tabelle 
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meist wenig fressen, haben wir zwei Normaltiere (Nr. 22 und 23) erst 
4 Tage hungern lassen und dann mit Zucker gefiittert, obwohl aus 
praktischen Griinden die mit Zucker gefiitterten Naganatiere verarbeitet 
wurden zu einem Zeitpunkt, an welchem im allgemeinen die Nahrungs- 
aufnahme noch anhielt, wenn auch vielleicht in geringerem Mabe als 
bei Normaltieren. Das Ergebnis ist, wie aus der Tabelle hervorgeht, 
daB in durchaus normalem Umfange Glykogen gebildet wurde, ja die 
Glykogenanhiufung war gerade bei diesen Kaninchen die starkste 
iiberhaupt beobachtete. Ein etwaiges Aussetzen der Nahrungsaufnahme 
wihrend einiger Tage vermag also eine Verainderung der Glykogen- 
speicherung bei den infizierten Tieren nicht zu erkliren. Die mittlere 
prozentuale Glykogenzunahme der Leber dieser Normalversuche 
betrigt demnach 9,93°, Glykogen, bezogen auf das Lebergewicht. 

Der Muskelglvkogengehalt der Kontrollen betrug 0,57°,, im Mittel. 
Die Zunahme gegeniiber den Hungerkontrollen betragt 0,33°,, bezogen 
auf die frische Muskelsubstanz. 

Wir wenden uns nunmehr den Befunden zu, die an den mit Zucker 
gefiitterten Naganatieren erhoben wurden. Die hierher gehérigen Werte 
sind im zweiten Teile der Tabelle VIII zusammengefaBt. Es zeigt sich, 
daB bei der Leber die Glykogenbildung langst nicht so regelmaBig ist, 
wie bei Normaltieren. Unter 13 Kaninchen finden sich nur drei, bei 
denen die Glykogenbildung als normal anzusprechen ist (Naganatiere 
Nr. 25, 20 und 24), bei allen anderen ist die Glykogenanhiufung mehr 
oder weniger stark hinter den Kontrollen zuriickbleibend. Bei Nagana- 
kaninchen Nr. 9 und 22 kam itiberhaupt keine nennenswerte Glykogen- 
anhaufung in der Leber zustande. Von Interesse ist, dab diese Unter- 
schiede mit der Héhe des Blutzuckers vor Beginn der Zuckerfiitterung 
nicht in Zusammenhang stehen?. Die Naganakaninchen Nr. 11, 24 
und 18, die zu der Gruppe der Tiere mit terminalen Blutzuckerwerten 
gehérten (vgl. Tabelle ITI) haben nennenswert Glykogen gebildet, 
waihrend Naganakaninchen Nr. 22 z. B., das trotz der reichen Zucker- 
gabe nur 0,55°, Leberglykogen aufwies, einen durchaus normalen 
Blutzucker hatte. Naganatier Nr. 9, bei dem es weder in Leber noch 
Muskulatur zu einer Glykogenanhaiufung kam, hatte einen annahernd 
normalen Blutzucker von 94 mg-°,. Der 16 Stunden nach der zweiten 
Zuckerfiitterung beobachtete Wert von 61 mg-°, ist viclleicht als 
agonal zu bewerten, wenngleich das Tier nicht unmittelbar vor dem 
Tode zu stehen schien. Méglicherweise kann es sich dabei um die hypo- 
glykimische Phase der Blutzuckerkurve nach der Zuckerfiitterung 


1 Fischler vertritt die Auffassung, daB Erhéhung oder Fehlen des Blut- 
zuckers einen direkten Schlu®B auf die Lebertatigkeit zulassen. Fiir die 
Glykogensynthese in der Leber trypanosomenkranker Kaninchen trifft 


dies nicht zu. 
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handeln (vgl. Holtz), wenngleich dies aus den bei den anderen Tieren 
gefundenen entsprechenden Zahlen nicht wahrscheinlich erscheint. 

Wir haben nun die Frage zu erértern, ob die von uns gefundene 
Verminderung der Glykogenanhaufung in der Leber nicht durch ver- 
minderte Resorption bedingt sein kénnte. Dem scheint nicht so zu sein. 
Wir haben in zahlreichen Fallen nach der 'Tétung bei infizierten Kanin- 
chen, wie auch bei Kontrollen, den Darminhalt auf Zucker untersucht, 
immer mit negativem Ergebnis (16 Stunden nach der letzten Zucker 
futterung). Weiterhin haben wir bei einer Reihe normaler und infizierter 
Tiere nach der ersten Zuckerfiitterung 6 Stunden lang den Verlauf der 
alimentaren Blutzuckerkurve verfolgt. Wie aus der Tabelle VIII 
hervorgeht, haben wir wtberall eine stundenlang dauernde Hyper- 
glykamie gefunden. Diese Beobachtungen beweisen, daB tatsiachlich 
der Zucker in die Blutbahn tibergetreten war, somit also die Leber 
wenigstens in Hinblick auf das Zuckerangebot theoretisch die Méglich- 
keit der Glykogenbildung gehabt hatte. Auf die Frage, ob der Verlauf 
der alimentaren Blutzuckerkurve bei den infizierten Tieren von jenem 
der normalen abweicht, méchten wir nicht eingehen. Dazu scheint 
uns unser Material nicht umfangreich genug. Zudem haben wir den 
Blutzucker immer im Gesamtblut bestimmt, wahrend es nach den 
Ausfiithrungen von Holiz fiir die Frage nach dem Verlauf der alimentaren 
Blutzuckerkurve erwiinscht ist, Serum und Blutkérperchen getrennt 
zu betrachten. Wir méchten aber doch kurz auf die besonders auf- 
falligen Kurven der Naganatiere Nr. 5 und 17 hinweisen, die beide 
nach 7 Stunden eine ungeheuer starke Hyperglykimie hatten. Die 
Tiere muBten schon nach 7 Stunden auf das Glykogen hin untersucht 
werden, da Kaninchen Nr. 5 wahrend der zweiten Zuckergabe starb, 
Kaninchen Nr. 17 aber so matt erschien, daB es uns nicht wahrscheinlich 
war, daB es die Nacht iiberlebt hatte. Wir geben der Vollstandigkeit 
halber die gefundenen Glykogenwerte hier kurz an. 

Nagana-Kaninchen Nr. 5: 4020g, erhielt 50g Rohrzucker. Leber 
161,5g. 8,162 g Glykogen in der Leber 5,05°,. Nagana-Kaninchen 
Nr. 17: 1520 g, erhielt 18,5 g¢ Rohrzucker. Leber 48,5 g. Leberglykogen 
0,433 g = 0,74°,. 57g Muskeln ergaben 0,025 g Glykogen = 0,05 °%. 

Wir haben ferner den Urin der mit Zucker gefiitterten Kaninchen 
qualitativ auf Zucker untersucht; sowohl bei den Kontrollen, wie bei 
den infizierten Tieren haben wir nur ausnahmsweise eine schwache 
positive Reaktion erhalten. Die verminderte Glykogenbildung der 
infizierten Tiere kann somit nicht dadurch bedingt sein, daB etwa der 
aufgenommene Zucker gleich wieder ausgeschieden wiirde. Ebenso- 
wenig kann natiirlich dabei, wie oben schon gezeigt wurde, dem Zucker- 
verbrauch der Trypanosomen irgendeine Rolle zugeschrieben werden. 
Dies bedarf bei den im Verhaltnis zu dem Zuckerverbrauch der Parasiten 
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zugefiihrten riesigen Zuckermengen keiner niheren Erérterung. Unsere 
Beobachtungen zwingen zu dem Schlub, daB das Glykogenbildungs- 
vermoégen der Leber herabgesetzt ist. Dariiber freilich, wie diese StOrung 
zustande kommt, ob es sich um eine Schadigung der Leber selbst, oder 
der die Glykogenbildung beeinflussenden innersekretorischen Diiisen, 
oder aber tibergeordneter Zentren handelt, kann zunach:t nichts aus ge- 
sagt werden, eben: owenig wie tiber das Schicksal des zugefiihrten Zuckers. 
Der Mittelwert des Leberglykogengehalts der durch zwei Zucker- 
gaben auf Glykogen gemasteten Nagana-Kaninchen betragt 4,50°,. 
Der Unterschied gegeniiber den Kontrolltieren (im Mittel 10,90°,) ist 
groB. Wir méchten jedoch auf den Mittelwert der infizierten Kaninchen 
kein zu groBes Gewicht legen, da die Analysen unseres Erachtens dafiir 
sprechen, daB es sich bei dem Erliegen der glykogenbildenden Funktion 
der Leber um einen allmahlich forts chreitenden ProzeB handelt, von dem 
wir die verschiedensten Stadien durch unsere Analysen erfaBt haben. 
Der Glykogengehalt der Muskeln der zur gleichen Serie gehérigen 
Nagana-Zuckertiere betrug 0,37°,,; die Zunahme gegeniiber den Nagana- 
Hungertieren ist demnach auf 0,15°, (bezogen auf fris:che Muskel- 
substanz) zu beziffern. Diese Glykogenzunahme ist nur halb so grof 
wie bei den Kontrollen, die 0,33°,, neugebildet hatten. Das stimmt 
auffallend iiberein mit den an der Leber erhobenen Mittelwerten. 
Zur weiteren Piiifung unserer Annahme, dab die Glykogens ynthese 
in der Leber der trypanosomenkranken Kaninchen bei g1éBerem Zucker- 
angebot gestort ist, haben wir einigen Kanincheneine Reihe von Tagen hin- 
durch, bevor der Tod zu erwarten gewesen ware, taglich 20g Rohrzucker 
durch Magenschlauch zugefiihrt. Eine Beeinflussung der Trypanosomen 
nach Zahl oder Verhalten kam bei der wiederholten Uberschwemmung 
des Wirtsorgani: mus mit Zucker nicht zur Beobachtung. Wir geben im 
folgendeneinen kurzen Auszug aus den Protokollen der betreffenden Tiere. 


Nagana-Kaninchen Nr. 12. Blutzucker 5. Tag nach der Infektion 115, 
2. Tag 108, 19. Tag 114, 25. Tag 88, 29. Tag 107, 30. Tag 108. 31. Tag 75, 
32. Tag 56, 33. Tag vorm. 10 Uhr 53, nachm. 3 Uhr 29g. Gewicht am 33. Tage 
1520 g. Leber 47,0 ¢, véllig glykogenfrei. Verarbeitete Muskeln 107 g. 
Muskelglykogen 0,205g = 0,19%. Tier hatte ab 29. Tag taglich 20g 
Rohrzucker erhalten. 
Nagana-Kaninchen Nr. 14. Blutzucker 5. Tag nach der Infektion 114, 
12. Tag 116, 19. Tag 113, 25. Tag 125, 29. Tag 115, 32. Tag 96, 33. Tag 112, 
34.Tag 125*, 36.Tag 123*, 37. Tag 83. 38.Tag 122g*, 39.Tag t. Tier hatte 
ab 32. Tag taglich 20 g Rohrzucker erhalten. 
Nagana-Kaninchen Nr. 29. Blutzucker 32. Tag nach der Infektion 117, 
35. Tag 111, 36.Tag 127*, 37.Tag 107, 38.Tag 105, 39.Tag 94, 40. Tag 68. 


* Tiere waren an diesen Tagen nicht niichtern. An den anderen Tagen 
Z 
waren die Tiere 12 bis 18 Stunden vor der Blutzuckerbestimmung niithtern 
gesetzt worden. 
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Das Tier hatte ab 32. Tag taglich 20 ¢ Rohrzucker erhalten. Blutzucker- 
kurve am 40. Tag: nuchtern 68, 2'/, Stunden nach 20 g Zucker’ 189, 
5 Stunden nachher 103. Gewicht am 40. Tage 2400 g. Leber 97,2 g. Leber- 
glykogen 4,207 g = 4.33°.. Verarbeitete Muskeln 130g. Muskelglykogen 
0,332 g = 0.26%. 

Nagana-Kaninchen Nr. 31. Blutzucker 32. Tag nach der Infektion 105, 
35. Tag 89, 36.Tag 70g, 37.Tag f. Tier erhielt ab 32. Tag taglich 20g Rohr- 
zucker. 

Als Kontrolle fiitterten wir zwei Normaltieren waihrend 7 Tagen taglich 
20 g Rohrzucker. 

Normal-Kaninchen Nr. 22: 3300g, Leber 105,2 g, Leberglykogen 
13,300 g = 12,64°,, verarbeitete Muskeln 130g, Muskelglykogen 2,366 g 

= 1,41%. 

Normal-Kaninchen Nr. 23: 3050g, Leber 101,9g, Leberglykogen 
14,334 g = 14,07°,. Verarbeitete Muskeln 152 g, Muskelglykogen 0,570 g 

0,38 %,. 

Diese Versuchsreihe zeigt demnach, daB die Tiere trotz der reich- 
lichen Zuckerfiitterung an der Trypanosomeninfektion eingingen, 
ferner, daB der Blutzuckerspiegel trotz der taglichen Zuckerzufuhr 
stark absinken kann, daB die Glykogenanreicherung der Leber véllig aus- 
bleiben (Nagana-Tier Nr. 12), oder (bei Nagana-Kaninchen Nr. 29) weit 
hinter den Kontrollen zuriickbleiben kann. Auch hier ergibt sich kein Zu- 
sammenhang zwischen der Héhe des Blutzuckerspiegels im Niichtern- 
zustand und Glykogenbildungsvermégen der Leber (vgl. hierzu Nagana- 
Kaninchen Nr. 29). Die Versuche zeigen ferner eindeutig, daB der 
Blutzuckerspiegel auch dann zu terminalen Werten einige Tage vor 
dem Tode absinkt, wenn dem Tiere so reichlich Zucker angeboten wird, 
daB dieser unter gewOhnlichen Umstanden nicht nur ausreichend ist 
um den Blutzuckerspiegel auf normaler Héhe zu halten, sondern zu 
reichlichster Aufstapelung des Zuckers im Organismus in Form von 
Glykogen fiithrt. Der Ausfall dieser Versuchsreihe bildet unseres Er- 
achtens einen weiteren einwandfreien Beweis dafiir, daB es sich beim 
Absinken des Blutzuckerspiegels um eine Stérung des Regulations- 
mechanismus handelt. In bezug auf das Erliegen der glykogenbildenden 
Funktion bildet er einen weiteren Beweis dafiir, daB es sich bei der 
Verminderung der Glykogenbildung bei der ersten, oben mitgeteilten 
Nagana-Zuckerserie nicht um eine Hungerwirkung handeln kann, sondern 
um eine Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels. Ein vollstandiges Ver- 
sagen des glykogenbildenden Mechanismus in der Leber dirfte nach 
unseren Versuchen erst sehr spat im Verlauf der Erkrankung vorkommen. 
Die ersten Stérungen treten aber schon dann auf, wenn die Tiere offenbar 
noch eine ganze Reihe von Tagen vor dem Tode stehen. Das Mitgeteilte 
gilt zunidchst natiirlich nur fiir die starke Belastung mit den groBen 
von uns angewandten Rohrzuckergaben. Da dieser im allgemeinen 
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nur in seine Komponenten Glucose und Fructose gespalten in die Blut- 
bahn einst16mt und wir bei einigen Tieren so gut wie gar keine Glykogen- 
bildung fanden, ist der SchluB zwingend, daB in diesen so weit fort- 
geschrittenen Fallen weder aus Glucose noch aus Fructose in der Leber 
Glykogen gebildet wurde. Ob in den Fallen mit teilweisem Erhalten 
der Glykogenbildung dieses nur aus dem Glucoseanteil aufgebaut wurde, 
ob also vielleicht in diesen Fallen die Umbildung von Glucose aus 
Fructose gestért ist, kénnen wir auf Grund unserer hier mitgeteilten 
Versuche nicht entscheiden. 

Zum SchluB wollen wir uns noch kurz tiber die in Betracht zu 
ziehende Ursache der vorliegenden Stoffwechsel-térung auBern. Wie 
wir gezeigt haben, ist der Zuckerverbrauch durch die Trypanosomen 
hierfiir nicht verantwortlich zu machen. Vielmehr zeigen die Ergebnisse 
dieser und friiher mitgeteilten Untersuchungen, daB die Stérung im 
Kohlenhydratstoffwech:el durch Schadigung der fiir diesen in Betracht 
kommenden Organe, oder innersekretori:chen Diiisen, oder der 
regulierenden nervésen Zentren oder Nerven selbst bedingt ist. Die 
genauere Feststellung des Ortes der Stérung bedarf noch weiterer 
Untersuchungen. Es diirfte ferner unseres Erachtens nicht zweifelhaft 
sein, daB diese Schadigung durch von den Trypanosomen stammende 
Stoffe verursacht werden, mégen diese von den Trypanosomen ab- 
gesondert oder bei ihrem Zerfall in den trypanolytischen Kiisen frei 
werden. Gegeniiber abweichenden Ansichten ist zu betonen, dab 
ohne Annahme von ,,Toxinen® die Pathogenese der Trypanosomen- 
infektion des Menschen und der gréBeren Tiere unerklarlich ware, 
wie wir bereits an anderer Stelle (Héppli und Regendanz) begriindet 
haben. Ein deutlicher Hinweis auf diese toxi-chen, das Gewebe 
schadigenden Stoffe ist ja auch in den vorliegenden Untersuchungen 
gegeben durch die beim mit Tryp. brucei infizierten Kaninchen terminal 
auftretenden klini:chen Symptome, die schweren Odeme und ent- 
zindlichen Verinderungen der Augen- und Nasengegend, welche nicht 
anders als durch die Einwirkung von Trypanosomengiften erklart 
werden kénnen. Von anderen Untersuchern, die dem Zuckerverbrauch 
der Trypanosomen eine gréBere Bedeutung in der Pathogenese der 
Trypanosomiasis beimessen, ist der Einwand gemacht worden, dab 
es ihnen im primitiven Tierversuch (Injektion von groBen Trypano- 
somenmengen) nicht gelungen sei, ein Toxin der Trypanosomen nach- 
zuweisen. Demgegeniiber ist die Frage zu erheben, wie die Apatho- 
genitét gewisser Trypanosomenarten, z. B. des Tryp. lewisi der Ratte, 
erklirt werden kann. Denn obwohl diese Trypanosomen, wie der 
eine von uns (Regendanz) kiirzlich gezeigt hat, in vitro dieselben Zucker- 
mengen verbrauchen wie die pathogenen Arten, tiben sie, selbst wenn 
sie in weit gréBerer Zahl als das Tryp. brucei im Kaninchenblut monate- 
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lang im Rattenblut vorhanden sind, in der Regel keine pathogene 
Wirkung aus. 
Zusammenfassung. 

Im Verlauf der Infektion des Kaninchens mit Trypanosoma brucei 
tritt agonal eine starke, terminal eine schwiachere Hypoglykémie auf, 
welche nicht durch den Zuckerverbrauch der Trypanosomen bedingt ist. 

Bei Kaninchen, die an der Infektion verenden, ist der Glykogen- 
gehalt der Leber und Muskeln stark herabgesetzt, wihrend im terminalen 
Stadium die Abnahme des Glykogens noch keine groBe ist. 

Dagegen ist im Veilauf der Infektion eine Stérung in der Glykogen- 
speicherung der Leber nachweisbar, wenn den infizierten Tieren gréBere 


Rohrzuckermengen zugefiihrt werden, welche soweit gehen kann, 


daB trotz Zufuhr von 25 g Zucker auf 1 kg Kérpergewicht in 24 Stunden 
in der Leber kein Glykogen gespeichert wird. Auch die Glykogen- 
anreicherung in den Muskeln ist dann herabgesetzt. 

Zwischen Glykogenspeicherungsvermégen und Hoéhe des Blut- 
zuckerspiegels vor der Zuckerzufuhr besteht kein Zusammenhang. 

Da der zugefiihrte Zucker resorbiert wird, muB es sich um eine 
Stérung der glykogenbildenden Funktion handeln. 

Trotz reichlicher Zuckerfiitterung kann bei infizierten Tieren 
terminal der Blutzuckerspiegel gesenkt sein. 

Die Ursache der Stoffwechselstérung ist in einer durch Gifte der 
Trypanosomen bewirkten Schadigung der betreffenden Organe oder 
Regulationsvorrichtungen zu suchen. 
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Zur Frage der Atropinwirkung auf die Blutzuckerkonzentration. 


Von 


S. Lang. 
(Aus dem physiologischen Institut der Pazmany-Universitéit in Budapest.) 


(Eingegangen am 28. September 1931.) 


In einer friher erschienenen Mitteilung ! hatten wir auf Grund unserer 
Versuche die Ansicht ver6ffentlicht, daB die parasympathi-chen Gifte, 
unter ihnen auch das Atropin, auf die Blutzuckerkonzentration eine 
zweipha:ige Witkung ausiiben, indem sie namlich in kleinen Gaben 
den Blutzucker herabsetzen, ihn aber in groBen erhéhen. 


Seitdem fanden Cannavé? und Bucciardi*® das Atropin ohne Wirkung 
auf die Blutzuckerkonzentration, Bucciardi* aber beobachtete in anderen 
Fallen auch eine Hypoglykamie. CzeZowska® sah beim Menschen eine 
Blutzuckersenkung nach Atropininjektion, Kawashima® und Bellavia’ aber 
eine Hyperglykimie. In seiner neueren Arbeit konnte Wu//® keine Wirkung 
des Atropins auf die Blutzuckerkonzentration nachweisen; es sollen kleine 
Gaben ebensowenig wie auch groBe Mengen irgendeine Wirkung auf den 
Blutzuckergehalt ausiiben. 

Diese widers prechenden Mitteilungen veranlaBten uns, die Atropin- 
versuche zu wiederholen. 

Als Versuchstiere verwendeten wir Kaninchen, die vor dem Versuch 
48 Stunden hungerten. Nach der Bestimmung der Blutzuckerkonzentration 
des fastenden Tieres injizierten wir das Atropin (Atropinum sulfuricum, 
Pharm. Hung IIT) in 1°/,iger Lésung subcutan. Die Versuche wurden an 
jedem Kaninchen sowohl mit kleinen (pro Kilogramm 0,5 bis 0,7 mg) als 
auch mit groBen (pro Kilogramm 2 bis 3 mg) Gaben des Atropins ausgefiihrt. 
Zur Bestimmung des Blutzuckergehaltes benutzten wir teils die Mikro- 
methode von Bang, teils die von Hagedorn. 


1 Lang u. Vas, diese Zeitschr. 192, 137, 1928. 

2 Cannavé, Boll. d. Soc. Ital. di Biol. Sperim. 2. 774, 1928. 
3 Bucciardi, Boll. d. Soc. Med. Chir. 29. 55, 1928. 

4 Derselbe, Ber. 50, 134, 1929. 

5 Czezowska, ref. Ber. 50, 783, 1929. 

> Kawashima, Journ. of Biochem. 10, 97, 1928. 


7 Bellavia, Ber. 58, 238, 1931. 
8 Wulf, diese Zeitschr. 214, 382, 1929. 

























+ COTO SuT‘O SOTO Z0T'O cso'u are y 
{ 660°0 GOTO 6600 160-0 GG 9 
t oUlU OTTO Gol 610 €60'U culo GG ¢ 
t GRO 0 GH OULO PITO OLLO €80'0 0% F 
“++ 68U'0 OULU 29800 c60'U 280°0 CRu'0 0% 4 
aa C100 E800 680'U 96U'0 gL0°0 €10°0 aS g 
t 760 0 OLLO OVO LOO OULU 660 0 CZ ¢ 
086 tT CSu'U GROW 960-0 Z60'0 GXO'U C/U-0 Oo’ vA 
O'OoT 4 L0Z0 7610 00Z0 c6lO eSl'O OOO CZ j 
8'‘Or + 68u'U ZRO'U OUT'O €s8u'U — 1200 GG T 
9 Ge CRO 7600 e800 G10°0 0% I 
62a Vol + Y6U'O ROTO oO LaV'0 O80 8ITO OT 9 
€6 + 9600 660°0 COTO COLO 660°0 960 0 con) y 
trl SuTO O10 6110 Lau 460 wae C0 i) 
S'1Z BUT'O £60°0 COTO Coro aol ‘0 61TO Gy i) 
88 66U'0 BUlO COTO 9600 60° GUO ceuT) ¢ 
op sul £60°0 1600 £600 1600 GOTO COTO C0 ¢ 
a 612 6800 CGhU'O OULO 960°0 auru FITO iat) P 
—_ POT C100 120°O OS0'O Zs0'O CSO'U Cy t 
D gLu'U CL0'0 9200 U80'O 080'0 G0 t 
L900 1900 1L0°0 ZOO gsu'U 680°0 cont) t 
9100 280°0 _ 160°0 860°0 R60'0 C0 € 
8100 8200 £10°0 OSO'O 1100 Zs0'0 CU a 
100 F900 120°O 690'0 C100 CLO0 CU G 
6800 760'0 €80'0 EXO 160°0 Gy a 
eCsou 160°O OSO'O C100 680°0 LO | 
96U'0 8800 7600 tem e) | 
0 DIS Fie PIS Fz MS Fi PIS T “UN 08 il, IN 
Parity Sy oad 
. : au uy 
‘mame (+) foment CennTns Sp Gree ony ueyousuny 
%o Ul WVYoRayonzynypgY 
\ “7 2qQDy, 














TP LUIS UL O.LU05 0,102 


-, 
4] 


Ui 


IOV 





Atropinwirkung auf die Blutzuckerkonzentration. 471 


Unsere Versuchsergebnisse stimmen mit den schon friiher mitgeteilten 
iberein; nach Einfiihrung kleiner Gaben fanden wir eine Senkung, nach 
HKinspritzung gré8erer Mengen aber eine Erhéhung der Blutzuckerkonzentra- 
tion. Der Abfall des Blutzuckers betrug 8.8 bis 24,7°, ; in einem Falle blieb 
der Blutzucker unverandert, obwohl eine Verminderung in drei anderen 
Versuchen, die mit ebenso groBeh Dosen des Atropins an demselben Kanin- 
chen ausgefthrt wurden, zu beobachten war. Die Abnahme erreicht in der 
Mehrzah der F alle in 1'/, bis 2'/, Stunden nach der Injektion ihr Maxinium, 
am Ende des Versuchs zeigt der Blutzucker meistens seinen Anfangswert. 
Diese Tatsache beweist, daB die Verminderung nach Atropininjektion mit 
der sinkenden Blutzuckerkurve des Hungertieres nicht identisch ist; 
iibrigens ist die Senkung gr6Ber als die Verminderung des Blutzuckers 
beim hungernden Tiere. In einem Falle beim Kaninchen Nr. 6 folgte eine 
leichte Erhéhung der Einspritzung des Atropins; das Tier war aber wihrend 
des ganzen Versuchs aufgeregt und unruhig. Der Einfiihrung der groBen 
Atropingaben folgte eine 12- bis 40,8°,ige (in einem Falle sogar 100° ,ige) 
Zunahme des Blutzuckers; in diesen Fallen handelt es sich wahrscheinlich 
um keine psychische Hyperglykaémie, da die Kaninchen dann in jedem 
Falle, also auch nach kleinen Atropingaben, mit einem Blutzuckeranstieg 
reagieren mii8ten. In seinen Atropinversuchen fand auch Wulf keine 
psychische Hyperglykaimie, obwohl sie bei seinen Kontrollversuchen 6fter 
vorkam. 

Auf Grund dieser Ergebnisse halten wir uns berechtigt, unseren 
friiher ver6ffentlichten Standpunkt uber die Atropinwiikung auf die 
Blutzuckerkonzentration aufrechterhalten zu kénnen. Jedenfalls kann 
man eine Wirkung des Atropins auf den Zuckergehalt des Blutes nicht 


ableugnen. 
Zusammenfassung. 


Das Atropin verursacht beim Kaninchen in kleinen Gaben eine 
Senkung, in groben Mengen eine Erhéhung der Blutzuckerkonzentration. 








Uber Versuche zur Trennung des synthetischen racemischen 
Amylalkohols |2-Methyl-butanol-(1)| in die optischen Antipoden. 


Von 
F. Freiherrn y. Falkenhausen. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5. September 1931.) 


Der aktive Amylalkohol [2-Methyl-butanol-(1)], (CH,)(C,H,)CH 
.CH,OH, gehért zu den Substanzen, deren opti:che Aktivitaét am 
lang:ten bekannt iit, kommt er doch in optisch reinem Zu: tand von 
dem strukturisomeren Isoamylalkohol begleitet in den Fuselélen vor. 
Ks ist deshalb kein Wunder, daB mehrfach versucht wurde, die syntheti: ch 
gewonnene Racemform in die optischen Antipoden zu spalten. Alle 
diese Versuche sind bisher erfolglos verlaufen!, und tatsachlich ist der 
rechtsdrehende ]-Amylalkohol® in optisch reinem Zustand noch un- 
bekannt. 


Schon Le Bel® hat 1878 versucht, nach der von Pasteur aufgefundenen 
biochemischen Methode die Spaltung eines durch Behandlung mit Natrium 
racemisierten Amylalkohols, der noch Isoamylalkohol enthielt, zu erzielen. 
Er lie®B Penicillium auf einer Lésung davon wachsen; dabkei zersetzten 
die Mikroorganismen die natiirliche linksdrehende Form in héherem 
MaBe als die in der Natur nicht vorkommende rechtsdrehende. ~ Die 
Drehung des zuriickgewonnenen unzersetzten Amylalkohols betrug aber 
nur + 2,289 (/ 2.2dm). Mit dem gleichen Ausgangsmaterial versuchte 
er die Spaltung nach der ebenfalls von Pastewr angegebenen Methode der 
Kombination eines Derivates mit einer optisch aktiven Substanz und 
Trennung der dann nicht mehr enantiomorphen Produkte durch Kristalli- 


' Die Angabe in ,,Houben- Weyl, Die Methoden der organischen Chemie“, 
2. Aufl., IT. Bd., 8S. 854 u. 855, daB Pickard und Kenyon das sek.-Butyl- 
earbinol iiber das Brucinsalz des sauren Phthal- bzw. Bernsteinséureesters 
gespalten hitten, beruht auf einer Verwechslung; an der angegebenen Stelle 
(J. chem. Soe. 1038, 1923, 1913) ist von der Aufspaltung des sekundaren 
Butylalkohols (Methyl-athyl-carbinols) die Rede. 

2 Nach der Bezeichnung von Marckwald, B. 35, 1599, Anmerkung, 1902. 

2 (. r. 87, 213, 1878; BL [3] 7, 551, 1892. 
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sation. Er fand aber, daB alle Verbindungen sowohl der Methylathyl- 
essigsiure, aus der sich durch Reduktion Amylalkohol hatte gewinnen 
lassen, als auch der Amylschwefelséure mit Alkaloiden nicht kristallisierbar 
waren. 

Spater versuchte R. Meth! mit Hilfe der Brucinsalze des  sauren 
Schwefelsiure- bzw. Tetrachlorphthalséure-esters die Aufspaltung von 
synthetischem racemischen Amylalkohol (vielleicht war damit auch Methyl.- 
propyl-carbinol gemeint 7) zu erzielen, jedoch ohne Erfolg. Nachden. 
Pickard und Kenyon? erfolgreich bei vielen sekunddren Alkoholen die 
Spaltung in die optischen Antipoden durch Fraktionieren der Alkaloidsalze 
der sauren Phthalséiureester durchgefiihrt und so auch das isomere Methyl- 
propyl-carbinol gespalten hatten, wurde dies Verfahren von Cohen, 
Marshall, und Woodman® auch auf das sek.-Butylearbinol angewandt. Sie 
fanden, da®B die Alkaloidsalze der sauren Phthalséiureester teils schlecht 
kristallisierten, teils keine Aufspaltung in die Isomeren zulieBen und teils 
sich unter Abscheidung von Alkaloid zersetzten. Sie stellten deshalh die 
3-Nitrophthal-1-d, l-amyl-estersiure her, die sie durch  Kristallisation 
des Brucinsalzes zu spalten versuchten. Bei der Aufarbeitung erhielten 


sie eine rechtsdrehende Esterséure von der Drehung [«]p +- 1,14°, wahrend 
Varckwald und MeKenzie* fiir die reine 1-d-Amyl-3-Nitrophthalsaéure 
fa} + 65° (¢ 10 in Aceton) angeben. Bessere Resultate erzielten die 


Autoren mit den Salzen der 3-Nitrophthal-2-amyl-estersiure. Mit Hilfe 
des Cinchonidinsalzes gelang die vollstandige Aufspa!tung der Esterséure 
in die d- und die l-Form. Aber bei der Verseifung dieses Esters, die viel 
schwerer als die des in der l-Stellung veresterten Isomeren erfolgt und die 
Anwendung heiBer 10°.iger Natronlauge erfordert, trat partielle Racemi- 
sierung ein, so dals der rechtsdrehende Amylalkohol nur mit einer Drehung 
von [a]p -+ 3,28° und der linksdrehende mit [x|p — 4.1° gewonnen werden 
konnte. 

Auch ein Versuch von Pickard und Kenyon®, aktives 2-Jodbutan 
durch Behandeln mit Magnesium und Trioxymethylen in den aktiven 
Alkohol zu verwandeln, schlug fehl; das erhaltene Produkt war optisch 
inaktiv, da anscheinend bei der Herstellung des Grignardreagenzes Um- 
lagerung oder Racemisierung eingetreten war. 

Vor allem, um Material fiir enzymchemische Untersuchungen zu 
erhalten, habe ich mich noch einmal mit der Frage beschaftigt. Es 
bestand zunachst die Méglichkeit, von den optisch aktiven Methyl- 
ithyl-essigsiuren auszugehen, die durch die grundlegende Arbeit von 
O. Schiitz und W. Marckwald® zuginglich geworden sind, und durch 
Reduktion der Ester zu den aktiven Alkoholen zu gelangen, ein Weg, 
den anscheinend schon Le Bel im Auge gehabt hat. Ich zog es aber vor, 


1 B. 40, 695, 1907. 

2 J. chem. Soc. 99, 55, 1911: 101, 627, 1912; 108. 1957, 1913; 
R. H. Pickard u. W.0O. Littlebury, ebendaselbst 91, 1973, 1907. 

3 Ebendaselbst 107, 892, 1915. 

4 BR. 34, 485, 1901. 

5 J. chem. Soc. 99, 65, 1911. 

6 B. 29, 52, 1896; W. Marckwald, B. 32, 1089, 1899. 
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vom synthetischen Alkohol auszugehen, der nach der Methode von 
Freundler und Damond! dargestellt wurde. 

Zunachst versuchte ich die Alkaloidsalze der sauren Amylester 
mehrbasischer Sauren durch fraktionierte Kristallisation in die Derivate 
der isomeren Alkohole zu zerlegen. Die Alkaloidsalze der Amylschwefel- 
sdure sind im Gegensatz zu den Angaben von Le Bel zum Teil, wenn 
hinreichend trocken, ausgezeichnet  kristallisierende Verbindungen. 
Bearbeitet wurden Brucin- und Strychninsalz; eine vollstandige Auf- 
spaltung war mit dem zur Verfigung stehenden Material nicht zu er- 
zielen, immerhin konnte ich einen rechtsdrehenden Amylalkohol von 
der Drehung [x] + 2,90° gewinnen. 

AuBerordentlich gering war die Aufspaltung bei dem Strychnin- 
und Morphinsalz der Mono-amyl-phosphorsdéure, die in Anlehnung an 
ein von Hiickel und Frank* fiir den neutralen Phosphorsiureester des 
l-Fenchylalkohols angegebenes Verfahren dargestellt wurde. 

Mit dem Morphinsalz der 3-Nitro-phthal-1-d, l-amyl-estersaure war 
iiberhaupt keine Aufspaltung zu erzielen. 

Weiter wurde dann der racemische Amylakohol mit optisch aktiven 
Sauren verestert, doch zeichneten sich gerade die Amylester durch 
niedrige Schmelzpunkte aus. Der saure Weinsaure-ester entstand in 
zu geringer Ausbeute, um fiir diesen Zweck Aussichten zu bieten. 

Ich versuchte, dann durch Reaktion des Alkohols mit optisch 
aktiven LIsocyanaten zu kristallisierbaren Verbindungen zu gelangen, 
ein Verfahren, das von Pickard, Neville und Littlebury® mit Erfolg 
zur Aufspaltung einzelner optisch aktiver Alkohole verwendet worden 
ist. Die Amylester der Camphyl- und Menthyl-carbaminsaure stellten 
aber Ole dar, die njcht zur Kristallisation zu bringen waren und somit 
fiir diese Arbeit ausschieden. 

Auch ein kristallisierter Amyl-ester dev &-Brom-d-camphe: -7-sulto- 
siure lieB sich nicht gewinnen. 

Ich ging sodann dazu itber, Verbindungen des _ 1-d, l-Amino- 
2-Methylbutans mit optisch aktiven Substanzen darzustellen, obwehl 
es nach Vorversuchen zweifelhaft erschien, ob es méglich sein wiirde, 
das Amin ohne Isomerisierung und Racemisierung wieder in den Alkohol 
zuruckzuverwandeln. Eine eigentliche Waldensche Umkehrung kommt 
zwar hierbei nicht in Betracht, da die Aminogruppe ja nicht am asym- 
metrischen Kohlenstoffatom steht, aber jede Reaktion, die unter 


'C. r. 141, 830, 1905; Bl. [31 35, 110, 1906. 

2 A. 477. 146. 1930: vel. auch Evans, Davies u. Jones. J. chem. Soc. 
1980, S. 1310. 

3 A. Neville u. R.H. Pickard, ebendaselbst 85, 685, 1904:R. H. Pickard, 
W.0O. Iattlebury u. A. Neville, ebendaselbst 89, 93, 1906; R.H. Pickard 
u. W.O. Littlebury, ebendaselbst 89, 467, 1254, 1906; 91. 1976, 1907. 
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intermediaérer Bildung einer ungesittigten Verbindung verlauft, mub 
gleichzeitig auch Racemisierung bewiiken. © Das Amin ist aus dem 
Alkohol tiber das Bromid nach der Gabrielschen Methode leicht zu- 
ganglich. Das Bitartrat! kristallisierte zwar ausgezeichnet, aber nach 
wiederholtem Umkristallisieren war keinerlei Aufspaltung in die 
optischen Komponenten eingetreten. Das g-brom-d-campher-z-sulfo- 
saure Amylamin lieB sich nicht zur Kristallisation bringen. Endlich 
versuchte ich noch tuber das Kondensation: produkt mit Oxymethylen- 
campher eine Trennung der Antipoden zu erzielen. Diese Methode ist 
von Pope und Read? fiir die Aufspaltung extern kompensierter optisch 
inaktiver Amine eingefiihrt worden. Bei diesem niedrigmolekularen 
Amin versagte das Verfahren aber wegen der zu groBen Léslichkeit des 
Derivates. 

Worauf diese Schwierigkeiten bei der Aufspaltung des sek.-Butyl- 
carbinols in seine optisch aktiven Komponenten zurtickzufiihren 
sind, wurde nicht naher untersucht. Es wird sich in einigen Fallen 
um partielle Racemie, im tbrigen um Mischkristallbildung zwischen 
den Derivaten der beiden Isomeren handeln. Man darf wohl annehmen, 
daB die letztere besonders dadurch begiinstigt wird, daB die Raum- 
erfillung der Verbindungen der beiden Isomeren mit optisch aktiven 
Substanzen nicht sehr verschieden ist, erstens weil die die Verkniipfung 
bewirkende Hydroxyl- bzw. Aminogruppe nicht am asymmetrischen 
Kohlenstoffatom selbst sitzt, zweitens weil der Unterschied zwischen 
den Substituenten am asymmetrischen Kohlenstoffatom nicht grof ist. 


Der Deutschen Gemeinschaft zur Férderung urd Erhaltung der 
Forschung méchte ich auch hier fiir die Gewaihrung eines Forschung:- 
stipendiums meinen ergebensten Dank aussprechen. 


Versuche. 


Der fiir die Versuche verwendete Amylalkohol wurde nach der Methode 
von Freundler und Damond® aus Methyl-atiyl-carbinol iiber das sekundar 
Butyl-bromid dargestellt, dessen Grignardverbindung ich auf Trioxy 
methylen einwirken lie}. 2-Brombutan erhilt man nach Norris* durch 
Destillieren von sekundérem Butylalkohol mit 49° .iger Bromwasserstoff 
siure (D 1,49). Man kann dabei mit der Menge der Bromwasserstoft 
siure ohne Schaden fiir die Ausbeute an Bromid unter die Angaben des 
Autors heruntergehen. Ich verwendete 500 ¢ Bromwasserstoffsaure auf 
180 cem Butanol-(2). 


! Mittels des Bitartrats hat L.G. Thomé das sekundare Butylamin 
in optisch aktive Formen gespalten, Bb. 36, 582, 1903. 

2 W.J. Pope u. Read, J. chem. Soc. 95, 171, 1909; 101, 2325, 1912; 
1038, 1515, 1913; J. Read u. C.C. Steele, ebendaselbst 1980, 2430. 

3 C. r. 141, 830, 1905; BI. [3] 35, 110, 1906. 

4 Am. chem. J. 38, 640, 1907. 











476 F. Frh. v. Falkenhausen : 


Das rohe 2-Methyi-butanol-(1) gab noch eine starke Reaktion mit 
Fuchsin-schwefligersaure. Der noch vorhandene Formaldehyd wurde durch 
mehrstundiges Lrwirmen mit Cyankali (7g auf 100cem Amylalkohol) 
und konzentriertem Ammoniak (4 cem) entfernt. Das Methyl-athy!-carbin- 
carbinol wurde dann mehrmals mit einer Kolonne fraktioniert und innerhalb 
enger Siedegrenzen aufgefangen. 


Alkaloidsalze des sauren Schwefelsdureesters des sek.- Butylcarbinols. 
Der saure Schwefelsiéureester des racemischen Amylalkohols wurde 
nach der Vorsehrift von Marckwald' als Bariumsalz dargestellt. 
(C,H, 80,4), Ba: 0,2570 g Substanz: 0,1267 ¢ BaSQO,. 
Ber.: Ba 29,13°,; gef.: Ba 22,01 © 


Zur Verwandlung in die Alkaloidsalze wurde das Bariumsalz mit etwas 
weniger als der berechneten Menge n-Schwefelséure versetzt, so daB eben 
noch eine Spur von Barium-ionen nachweisbar war. Der Niederschlag von 
Bariumsulfat wurde abzentrifugiert, durch Aufschlammen und Zentri- 
fugieren gewaschen, und die Fliissigkeit mit einer Lésung der berechneten 
Menge des Alkaloids versetzt; dann wurde im Vakuum eingedampft und 
der Riickstand durch Anreiben mit absolutem Alkohol zur Kristallisation 
gebracht. Las Brucin-, Strychnin-, Cinchonin- und Cinchonidinsalz sind 
in Wasser auBerordentlich leicht léslich. Die beiden ersten sind schwe 
léslich in kaltem Alkohol und Aceton, werden aber bei Zusatz von nut 
geringen Mengen Wasser gelést. Die beiden letzteren sind viel leichter 
léslich. 

Das Brucinsalz schmilzt nach langerem NSintern unscharf bei 210°. 
[a]lp — 34,0° (10°. ige wiisserige Lésung). 

Es wurde versucht, die Amylschwefelsiure durch Fraktionieren des 
Brucinsalzes aus Aceton in ihre optischen Antipoden zu spalten. Nach 
fiinfmaligem Umkristallisieren wurde eine Probe des Salzes in Wasser 
gelést, das Brucin mit Ammoniak ausgefallt, abgesaugt und ausgewaschen 
und die Losung der Amylschwefelsiure durch 3 Stunden langes Kochen mit 
3° iger Schwefelsiure am RiickfluBkiihler gespalten. Der Amylalkohol 
wurde durch anreichernde Destillation und Aussalzen mit Kaliumearbonat 
gewaqnnen, tiber Natriumsulfat getrocknet und fraktioniert. Er zeigte eine 
spezifische Drehung [«]p + 0,65°. 

Nach 14 Kristallisationen betrug die spezifische Drehung [x]p + 2,.40° 
(10° ige aithylalkoholische Lésung)?. 

Auch aus gewdhnlichem Géarungsamylalkohol von der Drehung 
ap — 1,02° (l 1) wurde das entsprechende Brucinsalz hergestellt. Bei 
der Aufteilung dieses Salzes in Fraktionen durch Kristallisation aus Alkohol 
reicherte sich das Derivat des aktiven Alkohols in den schwerer léslichen 
Fraktionen an. So zeigte der aus der ersten, schwerst léslichen Fraktionen 


1 B. 35, 1598, 1902. 


* Garungsamylalkohol von der Drehung xp — 1,02° (i 1), also 
l«]p 1,259, dreht in absolutem Athylalkohol (ec 16,2) a3) — 0,48° 
(d 2), also [x]j? — 1,48°. Daraus berechnet sich, wenn man den Einflub 


des Isoamylalkohols auf die Drehung vernachlissigt, eine  spezifische 
Drehung des reinen aktiven Amylalkohols in absolut ithylalkoholischer 


Losung von [«}}? — 6,999. 
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zuriickgewonnene Alkohol eine Drehung xp 1,27° (7 1), wihrend det 
aus der vierten nur xp 0,95° (1 1) hatte. 

Das Sirychninsalz des sauren Schwefelséiure-esters des Methvlathyl- 
earbin-carbinols wurde in der gleichen Weise dargestellt, durch Kintragen 
der berechneten Menge von fein gepulvertem Strychnin unter Riihren 
in eine Lésung von Amylschwefels&ure, die durch Versetzen ihres Barium- 
salzes mit genau der berechneten Menge Schwefelséure und Abzentrifugieren 
des Bariumsulfats hergestellt worden war. Die Lésung des Strychninsalzes 
wurde im Vakuum eingedampft und, wenn nétig, mit absolutem Alkohol 
zur Kristallisation gebracht. 

Auch mit Hilfe dieses Salzes war keine vollstandige Aufspaltung 
des Amylalkohols in seine optischen Isomeren zu erziclen. Bei der Fraktio 
nierung aus Aceton zeigte nach siebenmaliger Kristullisation der Alkohol. 
der aut die oben angegebene Weise aus der schwerst léslichen Npitzen 
fraktion des Salzes zuriickgewonnen wurde, eine spezifische Drehung 


{alp + 2,0° (in abs. Athylalkohol, c 3.61), der aus der fiinften 
Kraktion | «|p 111° und der aus der am leichtesten léslichen Fraktion 


lalp 1,649 (c = 7,29 in abs. Athylalkohol). 
Nach einmaligem Umkristallisieren des Salzes aus einer Mischuny 


von 2 Teilen Benzol und | Teil Essigester hatte der zuriickgewonnene Alkohol 
eine Drehung [a]p + 0.11%. Von dem einmal aus diesem Gemisch um 


kristallisierten Salz wurde ein Teil nunmehr einmal aus einer Mischung 
von 1 Teil Essigester und 2 Teilen Aceton umkristallisiert; der zuriick 
gewonnene Alkohol zeigte jetzt [a]p + 1,04°. Ein anderer Teil gab nach 
dem Unmbkristallisieren aus Benzol einen Amylalkohol von der Drehung 
[aly — 0,12°. 

Dieser Vorversuch ermutigte zu einer systematischen Fraktionierung aus 
Aceton-Essigester (2:1). Nach sieben Kristallisationen, bei denen das 
Material sehr stark zusammenschmolz, wurde die schwerst lésliche Spitzen 
fraktion auf die oben angegebene Art aufgearbeitet; dabei ergab sich ein 
Alkohol von der Drehung ay + 2,90°. Also auch auf diesem an sich aus- 
sichtsreichen Wege lieBe sich die vollstandige Aufspaltung nur durch 
Finsatz erheblich gré8erer Materialmengen durchfiihren 

Endlich wurde noch die Aufspaltung aus Dioxan (Kp. 99 bis 101°) 
versucht. Das Lésungsmittel wurde aus dem technischen Produkt! durch 
langes Trocknen zuerst tiber Chlorcalecium, dann iiber mehrfach gewechseltem 
Natrium und durch mehrmalige fraktionierte Destillation gewonnen. 


Ausgehend von einem Salz, das einem Alkohol von der Drehung <3) + 1,18° 
(1 = 1) entsprach, wurde nach einmaliger Kristallisation aus Dioxan ein 


Strychninsalz erhalten, das bei der Aufarbeitung einen Alkohol von det 
Drehung «9? +- 1,16° (1 = 1) lieferte. 


Alkaloidsalze der Mono-d, l-amyl-phosphorsdure. 


Die Darstellung des reinen Mono-d. l-amyl-esters der Phosphorsaéure. 
die auf der Umsetzung des Natriumamylats mit Phosphoroxychlorid beruht, 
soll in anderem Zusammenhang genauer beschrieben werden. 

Zur Darstellung der Alkaloidsalze wurde das neutrale Bariumsalz 
C,;H,,PO,Ba mit fast genau der berechneten Menge Schwefelsiure um 
gesetzt und die vom Bariumsulfat befreite Lésung mit der zur Bildung 
des sauren Alkaloidsalzes erforderlichen Menge Alkaloid versetzt. Man 


1 Vel. L. Anschiitz u. W. Brocker, B. 59, 2844. 1926. 
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kann auch das Ammonsalz in abs. Alkohol mit der berechneten Menge 
Schwefelsiure versetzen, worauf das Ammonsulfat quantitativ ausfallt. 
Ungeeignet ist dagegen die Umsetzung des Bariumsalzes mit Alkaloid- 
sulfat, weil dabei neben dem sauren Salz freies Alkaloid entsteht. 

Das Strychninsalz ist schwer léslich in heiBem und kaltem Aceton. 
Essigester, Chloroform, Benzol und Dioxan: leicht léslich dagegen in der 
Kalte in Methylalkohol. 

Nach zweimaligem Umkristallisieren aus absolutem Athylalkohol 
wurde ein Teil des Salzes (12 g) aufgearbeitet. Da die Alky!phosphorséuren 
von Laugen gar nicht und von Saéuren nur auBerst schwer verseift werden !, 
muBte zur Aufspaltung Takaphosphatase herangezogen werden. Diese 
zerlegt die Verbindung, wie spater beschrieben werden soll, sehr leicht und 
vollstandig. Aus der wasserigen L6sung wurde das Strychnin mit Ammontak 
gefallt und abfiltriert. dann wurde mit Essigséure auf ein po von etwa 5 
gebracht und die Phosphatase (42) zugegeben. Lie Mischung wurde im 
Brutschrank (37°) aufbewahrt und von Zeit zu Zeit die abgespaltene 
Phosphorsaéure kolorimetrisch bestimmt. Nach vollstandiger Spaltung 
wurde Schwefelsiure zur Verminderung des Schéiumens zugesetzt, und der 
Aimylalkohol durch wiederholte anreichernde Destillation teils aus alka- 
lischer Lésung gewonnen. Der Amylalkohol aus dem zweimal aus Athy!- 
alkohol umkristallisierten Strychnin-amyl-phosphat zeigte eine Drehung 
ap + 0,099 (2 1). 

Nach zweimaligem Umbkristallisieren des Strychninsalzes aus Methyl- 
alkohol-Aceton 1:4 erhielt man einen Amylalkohol von der Drehung 


ap + 0,089 (1 = 1). Warde das Salz zweimal aus einer Mischung von | Teil 
Methylalkohol und 4 Teilen Essigester umkristallisiert, so betrug die Drehung 
des zuriickgewonnenen Amylalkohols ap 0.089 (1 1). Wurde als 


Lésungsmittel ein Gemenge von 3 Teilen Dioxan (gereinigt wie oben) und 
1 Teil Methanol gewahlt, so drehte der nach zweimaligem Umkristallisieren 
erhaltene Amylalkohol zp + 0,09° (l= 1). 

Das Brucinsalz ist in kaltem Athylalkohol merklich, in hei®em leicht 
léslich; es lést sich schwer in kaltem und heiBem Aceton und Dioxan. Es 
schmilzt unter Zersetzung bei 203 bis 206°. 

Das Morphinsalz ist in der Kalte und Hitze in Athylalkohol und Aceton 
schwer léslich, es lést sich zwar auf Zugabe von wenig Wasser, laBt sich aber 
aus solchen Mischungen nicht umkristallisieren. In Dioxan ist es unldéslich. 

Dies Salz wurde zweimal aus Methanol umkristallisiert, es kristallisierte 
nur sehr langsam. Dann wurde ein Teil analog, wie oben fiir das Strychnin 
salz angegeben wurde, aufgearbeitet. Der so gewonnene Alkohol zeigte 
eine Drehung ap — 0,049 (1 = 1). 

Die Cinchonin- und Cinchonidinsalze waren nicht zur Kristallisation 
zu bringen. Sie waren in den iiblichen Lésungsmitteln zu leicht léslich 
und wurden durch Ather oder Petrolather 6lig gefallt. 


Alkaloidsalze der 3-Nitrophthal-1-[2-methyl-butyl- (1) ]-estersdure. 


Die 3-Nitrophthalsiure wurde aus 3-Nitro-naphthalin? oder besser 
durch Nitrierung von Phthalséure* dargestellt. Die Veresterung mit dem 


! Plimmer, Biochem. J. 7, 75, 1913. 
2 F. Beilstein u. A. Kurbatow, A. 202. 217. 1880. 
3 0. Miller, A. 208, 225, 1881. 
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sek.-Butylearbinol erfolgte nach der Vorschriit von Marckwald und 
McKenzie. Die aus Tetrachlorkohlenstoff umkristallisierte Saure schmolz 
bet 114 bis 116°. Die Alkaloidsalze wurden durch Zusammengeben der 
berechneten Mengen von Estersaure und Alkaloid dargestellt. 

Die Cinchonin- und Cinchonidinsalze smd auBerordentlich leicht 
loslich und waren nicht zur Kristallisation zu bringen; auch beim Sirychnin- 
salz gliickte die Kristallisation nicht. 

Das Morphinsalz kristallisierte spontan. Es schmilzt bei 126 bis 131° 
und ist in Methanol und Athylalkohol leicht léslich, 1aBt sich aber bei Ver- 
wendung geringer Mengen Lésungsmittel aus beiden umkristallisieren, 
ebenso auch aus Dioxan. Das Salz ist ferner léslich in heiBem Essigester, 
maBig in heiBem Chloroform, sehr schwer léslich aber in Ather, Petrolather, 
Benzol und Wasser. 

Das Salz wurde sechsmal aus Alkohol umkristallisiert. Dann wurde 
ein Teil zwischen Schwefelséiure und Ather verteilt und die Drehung der 
aus der atherischen Schicht gewonnenen und getrockneten Esterséiure in 
Aceton gepriift. Sie war [a]p + 0 (l = 2; ¢ = 5,32). Nach weiterem sechs- 
maligen Umkristallisieren aus Dioxan wurde wieder ein Teil aufgearbeitet. 
Die Drehung der wie oben gewonnenen Esterséiure war wieder 0 (1 = 2; 
c 8.732 in Aceton). Nach Marckwald und Mc Kenzie? betragt die Drehung 
der optisch reinen Esterséure [alp + 6,5°. 


Saurer Weinsdure-ester des Gdrungs-amylalkohols. 


Als Vorversuch wurde aus 18 g Gaérungs-amylalkohol durch dreitagiges 
Erhitzen mit 30g Weinsaéure der saure Weinséureester dargestellt*. Die 
Ausbeuten waren zu gering, als daB8 die Synthese fiir die vorliegende Arbeit 
Zweck gehabt hatte. Als Nebenprodukt entstechen anscheinend gréBere 
Mengen des neutralen Esters. 


Camphyl-carbaminsdure-ester des sek.-Butylcarbinols. 


Aus Camphylamin wurde mit Chlorkohlenséureester und Bicarbonat 
in Petrolaither der Camphyl-carbaminsdure-dthyl-ester  dargestellt, Kp. 
157 bis 158°. Bei der Umsetzung mit Phosphorpentoxyd wurde lediglich 
eine Substanz erhalten, die sich aus Petrolather umkristallisicren lieB und 
dann bei 119 bis 120° schmolz. Diese trat mit Ammoniak nicht in Reaktion, 
war also nicht das gesuchte Isocyanat. Dagegen gelang die Darstellung 
des schon von Forster und Fierz* beschriebenen «-Camphylisocyanats glatt 
nach der Arbeitsweise von H. Vittenet®, indem man zu 100 cem einer 20°, igen 
Lésung von Phosgen in Toluol 10 g Camphylamin, gelést in 150 cem Toluol, 
tropfen lieB. Dabei scheidet sich ein Teil des Chlorhydrats als weiBer Nieder- 
schlag aus. fs wurden weitere 100 ccm Phosgenlésung zugesetzt, und 
die Mischung leicht erwairmt, wobei sich der Niederschlag schnell wieder 
aufléste. Das Phosgen wurde durch Durchblasen von trockener Luft entfernt 


1 W. Marckwald u. A. Mc Kenzie. B. 34, 485, 1901: W. Marckwald u. 
E. Nolda, B. 42, 1585, 1909; P. Freundler u. E. Damond, Bl. [3] 35, 111, 1906. 

2 B. 84, 489, 1901. 

3 BE. Breunlin, A. 91, 314, 1854; siehe auch Balard. A. 52, 314, 1844. 

4 J. chem. Soc. 87, 736, 1905. 

5 Bl. [3] 21, 586, 1899. 
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und das Toluol im Vakuum abdestilliert. Die Hauptmenge des Riickstandes 
ging bei 112 bis 114° unter 23 mm itiber und sott bei nochmaliger Destillation 
bei 101 bis 102° und 14mm. Das Isocyanat ist ein OL von campherartigem 
Geruch. Beim Behandeln mit wasserigem Ammoniak entsteht daraus der 
entsprechende Harnstoff, CyyH,;.NH.CO.NH,, F. 109 bis 110° (aus 
verdiinntem Alkohol). 

Zur Darstellung des Camphyl-carbaminsdure-d, l-amylesters wurden 
gleiche Mengen des lsocyanats und des racemischen Amylalkohols 4 Stunden 
auf dem Wasserbad erwirmt, die Mischung mit Petrolather verdiinnt. 
von den sich dabei abscheidenden Kristallschiippchen abfiltriert, und das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde ini Hochvakuum 
destilliert und sott bei 149 bis 150° unter 3mm. Der Ester bildet ein klares 
Ol, das in allen organischen Lésungsmitteln leicht léslich ist und nicht 
zur Kristallisation zu bringen war. 


l-Menthyl-carbaminsdure-d, l-amyl-ester. 


Das |-Menthyl-isocyanat! wurde wie oben dargestellt. Als Ausgangs- 
material diente ein Menthylamin-hydrochlorid, dessen Drehung durch 
mehrfaches Umkristallisieren aus Wasser auf [«lp 44.4° (¢ 2,500 
in Chloroform) gebracht worden war. Da bei der Behandlung des Amins 
mit Phosgen der Niederschlag des Hydrochlorids ausblieb, wurde noch 
eine Zeitlang Phosgen eingeleitet, im tibrigen aber wie oben verfahren. 
Das |-Menthyl-isocyanat zeigte Kp.yg 105 bis 106°, «3? — 53,75° (im 
l-dm-Rohr) und [a]p 60,92" (¢ 4.350 in Benzol). Zur Identifi- 
zierung wurde der 1|-Menthyl-harnstoff*, CyyHyg.NH.CO.NHz,, dar- 


gestellt. Aus verdiinntem Alkohol, F. 130 bis 131° (nach langerem 
Sintern), [a]7 72,44" (ec 2,625 in Chloroform). 


Der |-Menthyl-carbaminsaure-d, l-amylester wurde wie der Camphyl- 
carbamin-saureester dargestellt. Er stellt ein in Wasser unlésliches, in 
allen organischen Lésungsmitteln lésliches Ol vom Kp.; 166 bis 170° dar, 
das nicht zur Kristallisation zu bringen war. 

l-Menthyl-carbaminsdure-d, l-am yl-ester : 

4,868 mg: 12,705 mg CO,, 4.91 mg H,O; 
' 3,137 ,, 0,150 cem N, (26°, 757 mm). 
CiesH, NO, Ber.: C= 71,30%, H = 11,61%, N = 5,20%; 
gef.: C= 71,18%, H = 11,29%, N= 5.44%. 


Bei Versuchen zur Umsetzung des racemischen Amylalkohols mit 
«-Brom-d-campher-a-sulfoséure-chlorid lieB sich nur in sehr schlechter 
Ausbeute ein gelbes Ol gewinnen, das nicht weiter untersucht wurde. 


Derivate des 1-Amino-2-methyl-butans. 


Aus dem sekundéren Butylearbinol wurde nach der Methode von 
Norris (l.ec.) durch Destillation mit wiasseriger PBromwasserstoffsiure 
(D = 1,49) das Bromid* vom Kp.75) 112 bis 117° dargestellt. Das 
1-Amino-2-methyl-butan wurde daraus nach der Gabrielschen Methode 


1 Siehe auch Vallée, A. Chem. [8] 15, 410, 1908. 
2 R.H. Pickard u. W.O. Littlebury, J. chem. Soc. 91, 304, 1907. 
3 4. Lieben u. S. Zeisel, M. 7, 62, 1886. 
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mittels Phthalimidkalium nach den Angaben von Warckwald! fi das 
d-Amylamin hergestellt. Das d,l-Amyl-phthalimid sott bei 164 bis 166° 
unter 9,5 mm, das freie Amin bei 94 bis 97°. 

Durch Zusammengeben der berechneten Mengen Amylamin und Wein- 
sdure in absolut alkoholischer LOsung wurde das d, l-Amylamin-bi-d-tartrat 
vom F. 126 bis 127,5° dargestellt. Nach vier Kristallisationen aus 
absolutem Athylalkohol, einer Kristallisation aus einer Mischung von 
30°,, absolutem Methanol und 70°, absolutem Athylalkohol und drei 
weiteren aus einer Mischung von 40°, absolutem Methanol und 60 
absolutem Alkohol hatte sich der Schmelzpunkt des Salzes nicht wesentlich 
veraindert, und das daraus zuriickgewonnene Amin zeigte keine Drehung. 


Beim Versetzen des sauren weinsauren Amylaminsalzes mit der be- 
rechneten Menge Natronlauge entstand nicht das erwartete Natriun 
amylamin-tartrat, sondern das neutrale Natriumtartrat. 

Das brom-campher-sulfosaure Amylamin lieB sich nicht zur Kristalli- 
sation bringen. 

3-d, l-Amylamino-meth ylen-d-campher: 2g d,l-Amylamin wurden mit 
einer heiBen alkoholischen L6sung von 4,1 g Oxymethylencampher 1 Stunde 
auf dem Wasserbad erwarmt, der Alkohol im Vakuum verjagt und der 
Riickstand getrocknet. Die wachsartige kristalline Masse wurde destil- 
liert. Kp.; 145 bis 146°, und schmolz dann bei 57 bis 62°. Sie war in allen 
Lésungsmitteln, auBer Wasser, leicht und nur in Petrolather schwerer 
léslich, lieB sich also nicht umkristallisieren. 

d, l-Amul-amino-methylencampher : 

4,996 mg: 14,080 mg CQ,, 4,83 mg H,O; 
3,284 ,, 0,165 cem N, (23°, 761 mm). 

CygH2,NO. Ber.: C = 77,04%, H = 10,92%, N 5,62% ; 

gef.: C 16,86%, H = 10,82%, N = 5,80%. 


1 B. 37, 1047, 1904. 








Synthetische Herstellung von reinem 
optisch aktiven Amylalkohol (Methyl-aithyl-carbin-carbinol). 


Von 
F. Freiherrn y. Falkenhausen und C. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin Dahlem.) 


Die groBe Bedeutung des optisch aktiven Amylalkohols fiir Fragen 
der allgemeinen und physiologischen Chemie ist bekannt. 


Aus der voranstehenden Mitteilung geht hervor, dal bislang die 
Zerlegung des d, l-Amylalkohols, des racemischen 2-Methylbutanols-(1), 
(CH,) (C,H;)CH.CH,OH in seine Antipoden mit den fiir analoge 
Zwecke im allgemeinen angewendeten chemischen Methoden nicht 
erreicht werden konnte. 


Auch verschiedenartige Versuche, auf biochemischem Wege zu 
100°, optisch aktiven Amylakohol aus Amylalkohol bildenden Vor- 
stufen, zu bereiten, haben bisher kein  befriedigendes Resultat 
ergeben. 

Bei der phytochemischen Reduktion des reinen d, l-Methyl-athyl- 
acetaldehyds haben Newberg und Ringer einen linksdrehenden Amyl- 
alkohol erhalten, der 16°, der Komponente einschloB!, wahrend die 
phytochemische Reduktion des gewéhnlichen Valeraldehyds?, in dem 
ein Gemisch von optisch aktivem und strukturell inaktivem Valeraldehyd 
vorliegt, nach Neuberg und Steenbock zu einem Amylalkohol gefiihrt 
hatte, in dem das Mischungsverhaltnis der Komponenten angenahert 
der Verteilung der isomeren Valeraldehyde im Ausgangsmaterial 


entsprach. 


' C, Neuberg u. M. Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918. 
2 C. Neuberg u. H. Steenbock, ebendaselbst 52. 497, 1913. 
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Bei der carboxylatischen Spaltung der d, l-Methyl-athyl-brenz- 
traubensaure! gewannen Neuberg und Peterson aber partiell optisch 
aktiven Valeraidehyd linksdrehenden Amylalkohol mit einem Gehalt 
von 30%, an lavogyrer Form. 

Die Versuche von Neuberg und Simon? iiber die Dismutation 
des racemischen Valeraldehyds durch Mikroben und tierische Zellen 
haben optisch aktiven Amylalkohol geliefert, der je nach dem Enzym- 
material livogyr oder dextrogyr war; auch dabei wurde nur eine 
partielle optische Aktivierung, maximal zu 18", erzielt. 

Bei den erwahnten biochemischen Vorgaingen sowie bei unseren 
Versuchen zur asymmetrischen enzymatischen Spaltung der d, l- Amyl- 
phosphorsaure, uber die spiter berichtet werden soll, waren wohl 
Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit der beiden Antipoden 
zu konstatieren, aber sie waren nicht so groB, daB auf diese Weise die 
Aufgabe gelést werden konnte, wirklich reinen optisch aktiven Amyl 
alkohol darzustellen. 

In dem grundlegenden Versuch zur Uberfiihrung von Isoleucin 
in d-Amylalkohol ist F. Bhkrl.ch zu einem rund 45°, aktives Pentanol 
einschlieBenden Alkoholg>misch gelangt *. 

Deshalb schlugen wir wieder einen chemischen Weg ein, und er 
fiihrte zum Ziel bei Befolgung des Prinzips, das C. Neuberg, K. P. Ja- 
cobsohn und J. Wagner fiir die Darstellung von optisch aktivem sekun- 
dairen Amylalkohol (Methyl-n-propyl-c whbinol), CH,;.CHOH.CH, .CH, 
.CH,, ausgearbeitet haben. Dieses neuartige Verfahren beruht auf der 
Trennung der Alkohol-glucoside bzw. ihrer Tetra-acetylverbindungen. Im 
Falle des sekundaren Amylalkohols war die Aufspaltung mit dem Tetra- 
acetat nur bis zu 25°, gegliickt. Eine vollstandige Trennung des Methyl- 
n-propylearbinols haben die Autoren aber durch Fraktionierung des 
freien Glucosids erreicht. 

Die Benutzung dieser Methode hat nun die Isolierung des optisch 
aktiven d-Amylalkohols (CH) (C,H;)CH.CH,OH in reiner Form 
erméglicht. 

Wie nachstehend gezeigt wird, war im Falle des 2-Methyl-butanols-(1) 
die fraktionierte Kristallisation mit dem Tetra-acetat seines Glucosids 
erfolgreich, wahrend die Fraktionierung des freien Glucosids nur eine 
geringe Aufspaltung bewirkte. 


1 C. Neuberg u. W.H. Peterson. ebendaselbst 67, 32, 1914. 
C. Neuberg u. E. Simon, ebendaselbst 174, 452, 1926; 179, 443, 1926. 

3 F. Ehrlich, B. 40, 2552, 1907. 

* OC. Neuberg, K.P. Jacobsohn u. J. Wagner, Fermentforschung 10. 

491. 1929, 
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Nach 66maliger Umkristallisation des Amylglucosid-acetats aus 
%4°,igem Athylalkohol lag reines #-d-Amyl-d-glucosid-tetra-acetat 


vor. Durch Hydrolyse wurde daraus reiner d-Amylalkohol von 
sae » - . 
der Drehung [x]; 5,58° gewonnen. Fir das Naturprodukt 


ist in der klassischen, vor 30 Jahren erschienenen Arbeit von 
W. Marckwald und <A. Me Kenzie! der Wert [x]}) zu 5.909 bzw. 
— 5,82° festgestellt. 

Damit ist grundsatzlich die Frage nach der Aufspaltung des 
racemischen Amylalkohols in seine Komponenten gelést; denn da 
l-Glucose bekannt ist, so ist theoretisch auch der Weg zur Darstellung 


von |-(+)-Amylakohol gegeben. 


Tetra-acetyl-d, l-amyl-/-d-glucosid, 

Das acetylierte Glucosid wurde in Ank hnung an eine von E. Fischer 
und K. Raske® fiir das Amylenhydrat-glucosid gegebene Vorschrift 
bereitet, doch konnte nach den Erfahrungen von C. Neuberg, K.P 
Jacobsohn und J. Wagner (a. a. QO.) die Menge des verwendeten Alko- 
hols auch in diesem Falle herabgesetzt worden. 

120g Acetobromglucose wurden in einer Flasche mit weitem Steig- 
rohr, das durch ein Chlorkalziumrohr vor Wasserzutritt geschiitzt war. 
mit 250 ccm reinem synthetischen sek.-Butylearbinol tibergossen und 
Ather bis zur vollstandigen Lésung zugegeben. Dann wurden 82 g 
frisch gefalltes, ausgewaschenes und getrocknetes Silbercarbonat zu- 
gesetzt und wahrend der ersten lebhaften Kohlen:aureentwicklung mit 
der Hand geschittelt. Nach mehrstiindigem Schitteln auf der Maschine 
zeigte die Lésung keine Bromreaktion mehr. Das Gemenge der Silber- 
salze wurden dann auf einer feinporigen Glasnutsche abgesaugt, mit 
Ather ausgewaschen und die Lésung im Vakuum eingedampft; dabei 
schieden sich in dem Mae wie der Ather verdampft, Kristalle 
ab, die man zweckmaBig von Zeit zu Zeit von der Lésung ab- 
trennt. Aus den letzten Mutterlaugen 1a8t sich der Amylalkohol 
nur schwer entfernen, und sie kristallisieren infolgedessen langsam. 
Ausbeute etwa 80 g. 

Tetra-acetyl-8-d, l-amyl-d-glucosid reduziert Fehlingsche Mischung 
nicht; es ist léslich in Methyl- und Athylalkohol, in Ather, Aceton, 
Benzol, Essigester, Chloroform sowie Dioxan, nicht aber in Wasser. 
Aus Methyl- und Athylalkohol laBt es sich bei Verwendung sehr ge- 
ringer Mengen Lésungsmittel gut und ohne erheblichen Material- 
verlust umkristallisieren. 


1 W. Marckwald u. A. McKenzie, B. 34, 485, 1901; 35. 1601, 1902. 
2 EB. Fischer u. K. Raske, B. 42, 1465, 1916. 
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Amyl-glucosid-tetraacetat. 5.039 mg: 10,095 mg CO, 3.30 mg H,O. 
CygH30,,: Ber.: C= 54,51%, H 7,23 %; 
gef.: C= 54,64°%, H 7.33 | 


Durch mehrfaches Umkristallisieren des Glucosids stieg der Schmelz- 
punkt, der beim einmal aus 94° pigem Alkohol umkristallisierten Produkt 
80 bis 82° betrug, rasch an. Vom zweimal aus 94° igem Athylalkohol 
umkristallisierten Material wurden 6 g in 200 cem absolutem Methanol 
gelést und die Lésung bei 0° mit trockenem Ammoniak gesattigt. Nach 
vierstindigem Stehen wurde im Vakuum eingedampft, aller Methyl- 
alkohol durch weitere Vakuumdestillation nach Zugabe von Wasser sorg- 
faltig verjagt und der Riickstand mit 100 cem 10° iger Schwefel-éure 
2', Stunden gekocht. Dann wurden zwei Drittel der Fliissigkeit ab- 
destilliert und das Destillat zur Verseifung des gebildeten Amylacetats 
eine Stunde mit 20 ccm 8° iger Natronlauge gekocht, darauf wurde der 
Amylalkohol durch anreichernde Destillation, Aussalzen mit Kalium- 
carbonat, Trocknen und Destillation erhalten. Er hatte eine Drehung 
a — 0,85° (I 1), also [a] 1,04.° 


Nach 40 Kristallixationen aus 94°,igem Alkohol war die Menge des 


acetylierten Glucosids auf etwa 18°, der angewandten Menge zuriick- 
gegangen und der Schmelzpunkt auf 99 bis 100° gestiegen. Ein Teil 
wurde wie oben aufgearbeitet. Der entstandene Amylalkohol besa} eine 


Drehung 2) — 4,0° (1 = 1), [a] — 4,9°. 


Nach 66 Kristallisationen war der Schmelzpunkt 101] bis 102°. 
Bei der Aufarbeitung wurde nunmehr ein bei 128°: iedender Amylalkoho!l 
von der Drehung a) — 4,80°, [x]? — 5,88°, gewonnen, also ein d-2-Methyl- 
butanol-(1), das die véllige optische Reinheit des Naturproduktes 
und seine ubrigen Konstanten aufwies. 


p-d, !-Amyl-d-glucosid. 


Aus dem Tetraacetat wurde das freie Glucosid mit bekannter 
Methodik dargestellt, 4g Tetra-acetyl-B-d, l-amyl-d-glucosid wurden 
mit 300 ccm gesittigter Barytlésung mehrere Stunden bis zur fast voll- 
stindigen Lésung geschuttelt, die dann noch mehrere Stunden stehen 
blieb. Darauf wurde Kohlensaure bis zur Entfirbung des zugefiigten 
Phenolphthaleins eingeleitet, das Bariumcarbonat abfiltriert und das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem 
Alkohol ausgekocht, das Ungeléste abfiltriert und der Alkohol im 
Vakuum verjagt. Der Riickstand wurde mit wenig heiBem Essigester 
ausgezogen und die konzentrierte heibe Lésung mit Petrolather bis zur 


beginnenden Triibung versetzt. Das bisher unbekannte Glucosid war 
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zunachst schwer zur Kristallisation zu bringen; auch nach dem An- 
impfen kristallisierte es bei den ersten Umkristallisationen nur sehr 
langsam bei anhaltendem Kiihlen in feinsten verfilzten Nadeln aus. 
Nach dem Absaugen und Waschen mit Petrolither: 2,2 g; F. 64 bis 70° 

Das Glucosid ist léslich in Wasser, Methyl- und Athylalkohol, 
Dioxan, Aceton, Pyridin und Essigester, schwer léslich in Ather, Benzol 
und Petrolather. Ist der erwaihnte Reinheitsgrad erreicht, bietet die 
Kristallisation keine Schwierigkeiten mehr. Nach zehnmaligem Um- 
kristallisieren aus kleinen Mengen gereinigten Essigesters plus wasser- 
freiem Ather schmolz das Glucosid bei 89 bis 91° (unkorr.. Trocknung 
im Hochvakuum). 

4,981 mg Substanz: 9,64 1fmg CO, und 3,910 mg H,O. 

Cy,H».0,. Ber.: C = 52,77°%, H = 8,86° 
(250) gef.: C = 52,80%, H 8,79 ° 

Fir die Verbindung, deren Aglykon schon schwach aktiviert ist 
(s. unten), fanden wir [«]7) = — 35,02 (a = — 4,199.1 = 2. ¢ | wiasserige 
Lésung| = 5,9820). 

Das Glucosid, das nicht reduziert, wird durch Emulsin leicht 
in seine Komponenten gespalten; die Zerlegung durch f-Glucosidase 
soll gelegentlich in steneochemischer Hinsicht verfolgt werden. Die 
Verbindung wird auch durch Kochen mit Schwefelsiure hydrolysiert 
und ergab einen Amylalkoho! von der Drehung [x]; + 0,25° (J = 1). 
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